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Die Entstehung der Parkinson’schen Krankheit wird sowohl auf schädliche 
Umwelteinflüsse als auch auf genetische Prädisposition zurückgeführt. Einerseits führen 
diverse rezessive und dominante genetische Mutationen zum Auftreten der hereditären 
Form der Krankheit. Andererseits tritt sie auch sporadisch ohne erkennbaren genetischen 
Hintergrund auf oder wird erst durch Kontakt mit Neurotoxinen ausgelöst. In der 
vorliegenden Arbeit wurden nach Faktoren gesucht, die beiden Formen der Krankheit 
gemeinsam sind. Dafür wurden genetische und Neurotoxin- basierende Modellsysteme 
der Degeneration dopaminerger Neurone von Drosophila melanogaster etabliert. 
 
Es wurde beobachtet, dass die gezielte Expression humanem ?-Synucleins zu 
altersabhängigem und spezifischem Verlust dopaminerger Neurone führt. Hereditäre 
Mutationen im ?-Synuclein- Gen, beschleunigen die Degenerationsrate. Zumindest im 
Fall von ?-SynA30P könnte die erhöhte Toxizität mit gestörtem axonalen Transport in 
Zusammenhang stehen. 
Außerdem sind dopaminerge Neurone anfällig gegenüber oxidativem Stress. Mittels 
Hyperoxie, Rotenon, Paraquat und genetisch bedingter Dysfunktion der zellulären 
Stressantwort war es möglich, Zellverluste am dopaminergen System auszulösen. 
Außerdem konnte beobachtet werden, dass die Toxizität von ?-Syn, ?-SynA30P und ?-
SynA53T unter Hyperoxie stark zunimmt. Daher erscheint es möglich, dass der 
Degeneration dieser Neurone bei den verschiednen Modellsystemen ähnliche und 
synergetisch wirkende Mechanismen zugrunde liegen. 
Um diese Hypothese zu überprüfen wurde untersucht, ob die Neurodegeneration durch 
Verringerung der oxidativen Belastung der Zellen aufgehalten werden kann. Die 
Entfernung von Superoxid- Radikalen durch Expression humaner Zn/Cu- Superoxid- 
Dismutase war ausreichend, ?-SynA30P- induzierte Neurodegeneration signifikant zu 
reduzieren. Allerdings war es dadurch nicht möglich, den Verlust der Neurone unter 
Rotenon- und Paraquatstress bedeutend zu verlangsamen. Alternativ zum Abfangen der 
Superoxid- Radikale wurde versucht, durch eine Reduktion der Dopamin- Produktion die 
Entstehung toxischer Dopamin- Metabolite zu verhindern. Durch die Unterdrückung des 
Dopamin- Stoffwechsels durch Silencing des Gens pale werden die dopaminergen 
Neurone vor der Toxizität von ?-Synuclein und Rotenon geschützt. Die Paraquat- 





Weiterhin wurde untersucht, ob auch die, bei der Parkinson’schen Krankheit auftretende 
?-Syn- Aggregation durch oxidativen Stress beeinflusst wird. Dafür wurde eine 
Fliegenlinie hergestellt, die C-terminal- modifiziertes ?-Syn exprimiert. Die Expression 
dieses Konstrukts führte zu einem robusten Aggregations- Phänotyp in dopaminergen 
Neuronen. An diesem Modell konnte beobachtet werden, dass Rotenon und Paraquat den 
Aggregationsprozess des modifizierten ?-Synucleins beschleunigen. 
 
Die Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass oxidativer Stress im Allgemeinen und 
oxidativer Stress aus dem Dopamin- Stoffwechsel im speziellen ein bedeutender Faktor 








































1. Dopamin und das dopaminerge System 
Das Phenethylamin Dopamin (DA) ist ein bei Tieren, Pflanzen und Pilzen weit 
verbreitetes Derivat der Aminosäure Tyrosin und stellt eine chemische Vorstufe für 
Melanin und Adrenalin dar. Je nach Spezies und Lokalisation erfüllt DA verschiedenste 
Aufgaben. Bei Bananen beispielsweise, ist DA ein Edukt von Phenoloxidasen die nach 
Verletzung des Fruchtkörpers als Schutzmechanismus Quinone und Melanin produzieren 
(Gooding et al., 2001). 
 
Abbildung 1: Dopaminsynthese: Das Enzym 
Tyrosin Hydroxylase (TH) hydroxyliert mit Hilfe 
des Kofaktors Tetrahydrobiopterin unter 
Entstehung von H2O ein C-Atom des 
Phenolrings des Tyrosins. Das entstandene L-
DOPA wird durch die DOPA- Decarboxylase 
(DDC) zu DA decarboxyliert. 
Im Vergleich zu Pflanzen übernimmt DA im Tierreich wesentlich mehr Funktionen. 
Zwar dient es Invertebraten wie Drosophila während der Entwicklung ebenfalls als Edukt 
für die Bildung kutikulären Melanins (True et al., 1999); jedoch gelang Carlson und 
Kollegen 1957 der Nachweis, dass DA mehr als ein Zwischenprodukt für die Synthese 
von Melanin oder Adrenalin ist: Mäuse und Kaninchen, die mit dem Catecholamin- 
bindenden Tranquilizer Reserpin ruhig gestellt waren, wachten sofort nach Injektion von 
L-DOPA wieder auf und zeigten normales, mitunter sogar leicht hyperaktives Verhalten. 
Damit war bewiesen dass L-DOPA beziehungsweise sein direkter Metabolit DA selbst 
ein cholinerger Neurotransmitter wie Adrenalin oder Serotonin ist (Carlsson et al., 1957). 
Die Synthese von DA läuft in zwei Schritten ab. Das Enzym Tyrosin Hydroxylase (TH) 
hydroxyliert Tyrosin zu L-DOPA (Axelrod, 1971) welches anschließend von der DOPA- 





Synthese erfolgt zum Teil durch DA selbst, da es in hohen Konzentrationen die TH-
Aktivität nach dem Prinzip einer Feedback- Endprodukthemmung herabsetzt (Kaushik et 
al., 2007). 
Nach der Synthese wird DA vom vesikulären Monoamin Transporter (VMAT) in 
präsynaptischen Vesikeln verpackt. Diese können bei Bedarf mit der präsynaptischen 
Membran verschmelzen und den Neurotransmitter in den synaptischen Spalt abgeben. 
Dort diffundiert er nach dem Konzentrationsgefälle zur postsynaptischen Membran, und 
bindet dort an einen von mindestens fünf verschiedenen DA- Rezeptortypen. Diese 
Rezeptoren werden in zwei Familien zusammengefasst. Zur D1-Familie zählen die 
Rezeptortypen D1 und D5, zur D2- Familie die Rezeptortypen D2, D3 und D4. 
 
Abbildung 2: schematische Darstellung des DA- Metabolismus und der Reizübertragung an 
einer dopaminergen Synapse: TH: Tyrosinhydroxylase; Ddc: Dopaminhydroxylase; DA: 
Dopamin; VMAT: vesikulärer Monoamin Transporter; DAT: Dopamin- Transporter; D1, D2: DA- 
Rezeptoren; cAMP zyklisches Adenosin Monophosphat; AP: Aktionspotenzial; MAO: Monoamin 
Oxidase; COMT: Catechol-O-Methyl-Transferase; DOPAC: Dihydroxyphenylessigsäure; COMT: 
Catechol-O-Methyl-Transferase; 3-MT: 3-Methoxytyramin; HVA: Homovanillinsäure; 
Erläuterungen im Text. 
Der Unterschied zwischen den beiden Rezeptorfamilien liegt neben ihrer räumlichen 
Verteilung im Gehirn vor allem in der unterschiedlichen Wirkung auf nachgeschaltete 
second-messenger- Systeme. Obwohl es sich bei beiden Familien um metabotrope (G-
Protein- gekoppelte) Rezeptoren handelt, resultiert die Stimulation der Rezeptoren der 
D1-Familie in der Aktivierung der Adenylatzyclase und der Produktion von cAMP, 
welche im Endeffekt zur Auslösung eines postsynaptischen Aktionspotenzials führt 





Inhibition der Adenylatzyklase führt (inhibitorische Antwort) (Lachowicz und Sibley, 
1997; Missale et al., 1998). 
Extrazelluläres DA wird aus dem synaptischen Spalt entweder katabolisiert oder über den 
DA- Transporter (DAT) an der präsynaptischen Membran resorbiert und zur 
Wiederverwendung in Vesikel eingelagert. Durch diese differentielle Dopaminantwort in 
nachgeschalteten Zellen kann auf systemischer Ebene durch DA- Signale modulierend in 
unterschiedliche neuronale Prozesse eingegriffen werden. 
 
Abbildung 3: Hauptprojektionsbahnen dopaminerger Neurone 
(abgeändert aus Schultz, 1999). 
Im menschlichen Gehirn befinden sich die Zellkörper des dopaminergen 
Neurotransmittersystems in der Substancia Nigra Pars Compacta (SNPC) (nigrostriatales 
System) und im ventralen Tegmentum (mesokortikales System, mesolimbisches System). 
Aus diesen Bereichen des Mittelhirns heraus innervieren sie über verschiedene 
Projektionsbahnen mehrere Bereiche des zentralen Nervensystems (Abbildung 3). Vor 
allem im Basalganglion und im Neokortex finden sich sehr viele dopaminerge 
Nerventermini. Im Neokortex werden die Integrationszentren höherer Motorik, der 
Motivation, des Belohnungssystems und des Lernens vermutet. Die primäre Funktion 
dopaminerger Neurone ist also nicht, wie bei der Mehrzahl der Neurone im Gehirn die 
sensorische Wahrnehmung, sondern eher die interne Verschaltung und die Steuerung von 
Vorgängen in der Gehirnrinde (Dunnett und Robbins, 1992). Gerade darum zieht das 
dopaminerge System schon lange die Aufmerksamkeit von Forschern verschiedener 
Disziplinen auf sich. Durch pharmakologische Eingriffe in die Signalübertragung an den 
Synapsen lassen sich verschiedenste Reaktionen provozieren. Beispiele solcher 





und so die Reizübertragung verhindert, oder Kokain, welches DAT blockiert und ein 
längeres Verweilen und eine höhere Konzentration von DA im synaptischen Spalt 
bewirkt. 
Da das dopaminerge System multiple Subzentren des Gehirns entweder stimuliert oder 
hemmt und damit regulierend in neurologische Vorgänge eingreift, führt der 
Funktionsverlust dieser Neurone zu multiplen neuropsychiatrischen Symptomen. 
2. Die Parkinson’sche Krankheit 
In seinem Artikel „An Essay on the Shaking Palsy“ beschreibt der britische Arzt James 
Parkinson in Fallstudien erstmals die später nach ihm benannte Parkinson’sche Krankheit 
(PD) und grenzt sie gleichzeitig gegen ähnliche Symptomatiken wegen der, in der frühen 
Krankheitsphase meist ausbleibenden Demenz ab (Parkinson, 1817). Bei der PD handelt 
es sich um eine chronisch-progressive neurologische Erkrankung, deren Symptome sich 
individuell verschieden äußern. Die frühen motorischen Symptome sind in den meisten 
Fällen unilaterales Zittern der Extremitäten mit niedriger Frequenz (Tremor), der von 
Muskelverhärtungen (Rigor), Verlust primärer Bewegungsautomatismen (Akinesie) und 
dem Ausfallen von Haltungsreflexen begleitet wird (Jankovic, 2008). Zusätzlich kommt 
es zu Problemen bei der sprachlichen Artikulation und Schluckbeschwerden (Deuschl 
und Goddemeier, 1998). In der späten Phase der Krankheit treten neuropsychiatrische 
Auffälligkeiten wie Depressionen und Wesensveränderungen auf. Nur 20- 40% der 
Patienten entwickeln eine Demenz (Liberman, 2006). 
Den Symptomen liegt eine Degeneration dopaminerger Neurone der SNPc zu Grunde. 
Die motorischen und psychiatrischen Symptome der PD lassen sich zum Teil aus dem 
Verlust und dem entstehenden Ungleichgewicht zwischen hemmender und erregender 
dopaminerger Innervation der den Basalganglien nachgeschalteten kortikalen Subzentren 
erklären. Obwohl die Zellen schon während der präsymptomatischen Phase der Krankheit 
abzusterben beginnen, zeigen sich aufgrund der, dem System innewohnenden hohen 
Redundanz und Kompensationsfähigkeit, erste Symptome der Krankheit erst ab einem 
kritischen Verlust von mehr als 70% der dopaminergen Neurone (Zigmond et al., 1990). 
Bis vor wenigen Jahren wurden die meisten PD- Fälle als idiopathisch eingestuft. Erst in 






3. Risikofaktoren für das Auftreten der Parkinson’schen 
Krankheit
Das Leben einer jeden Biospezies ist von ihrem genetischen Bauplan und den 
Umwelteinflüssen aus der von ihr besiedelten ökologischen Nische bestimmt. Die 
Evolution ist eine Folge des Wechselspiels von Genen und Umwelt. Auch können Gene 
und Umweltfaktoren oder ihre wechselseitigen Wirkungen die Entstehung von 
Krankheiten wie der PD befördern oder aufhalten. Ebenso können chemische Agenzien 
in beide Richtungen wirken. Es existieren mehrere epidemiologische Studien, die 
andeuten, dass Koffein oder Nikotin das Risiko, an der PD zu erkranken bis zu 50% 
senken (Ascherio et al., 2001; Allam, 2002). Auf der anderen Seite wurden viele 
natürliche oder künstliche Chemikalien aus der Umwelt als Risikofaktoren der 
sporadischen PD erkannt. Als zentrales Element der Giftwirkung dieser Chemikalien 
wurden oft Reaktive Oxigene Spezies (ROS) identifiziert. 
3.1 Umweltgifte und oxidativer Stress 
Denham Harman identifiziert in seiner ‘Free- Radical Theory of Ageing’ (Harman, l956) 
neben ionisierender Strahlung oxidativen Stress als ein zentrales Element des 
Alterungsprozesses. Seine Theorie setzt auf der ursprünglichen ‚rate-of-living’- 
Hypothese (Pearl, 1928) auf, und basiert auf der Beobachtung, dass mit zunehmendem 
Alter ROS in Zellen akkumulieren und dort Schäden verursachen oder Signalkaskaden 
auslösen. Zu den ROS zählen freie Radikale wie Superoxidanionen (·O2-), 
Hydroxylradikale (·OH) und Stickoxide (·NOX), aber auch Moleküle wie 
Wasserstoffperoxid (H2O2), aus denen sich leicht freie Radikale bilden können. 
ROS beschädigen Nukleinsäuren (Piette, 1991; Agarval et al., 2005), Proteine und Lipide 
(Rice-Evans et al., 1993) und greifen direkt in zelluläre Signalwege ein. Unter anderem 
stören sie in hohen Konzentrationen die Inhibition der JNK- und p38- mitogen- 
aktivierten Protein Kinase (MAPK)- Signalwege und lösen so durch Aktivierung von 
Caspasen Apoptose aus (Chun et al., 2001; Matsuzawa und Ichijo, 2005). Außerdem 
können ROS in bestimmten Fällen mit zellulären Metaboliten Addukte wie 
beispielsweise DHBT-11 bilden, welche die mitochondriale Atmungskette am Komplex I 
hemmen und so durch gesteigerte Produktion von ·O2- einen sich selbst verstärkenden 
toxischen Kreislauf bilden (Li und Dryhurst, 1997). 







Abbildung 4: Mögliche biochemische Interaktionen von ROS mit Zellkomponenten 
ROS können sowohl endogenen als auch exogenen Ursprungs sein. Endogen entstehen 
sie beispielsweise durch die Aktivität zytoplasmatischer NADPH- Oxidasen bei 
Entzündungen (Vincent und Taylor, 2006) oder in geringen Mengen durch normale 
Mitochondrienaktivität (Boveris und Chance, 1973). Allgemeine exogene ROS- Quellen 
sind unter anderem molekularer Sauerstoff, ionisierende Strahlung oder bestimmte 
Umweltgifte, die die Produktion zellulärer ROS stimulieren und teilweise hoch spezifisch 
dopaminerge Neurone schädigen. 
3.1.1 MPTP 
Ende der siebziger Jahre häuften sich in den USA Berichte über PD-Fälle bei jungen 
Suchtkranken. Den Patienten war gemeinsam, dass sie über einen längeren Zeitraum 
hinweg das künstliche Opiat MPPP2 aus illegalen Laboratorien konsumiert hatten. Der 
Parkinsonismus konnte auf das Nervengift MPTP3, das Nebenprodukt eines fehlerhaften 
MPPP Syntheseprozesses (Johannessen und Markey, 1984), zurückgeführt werden. Dies 
war der erste direkte Beweis einer durch einen extrinsischen Auslöser induzierten PD 
beim Menschen (Davis et al., 1979). Spätere Experimente an Primaten (Kolata 1983; 
Burns et al., 1983) und Mäusen (Heikkila et al., 1984) zeigten, dass MPTP- induzierte 
Neurodegeneration hauptsächlich das nigrostriatale System betrifft. 
MPTP ist lipophil und kann so die Blut-Hirn-Schranke leicht überwinden. In Gliazellen 
findet durch MAO-B die Umwandlung zu MPDP+4 statt, welches zum eigentlichen Toxin 








MPP+5 (Abbildung 7) umgewandelt wird. MPP+ ist ein polares Molekül und kann darum 
nur mit Hilfe eines aktiven Transportmechanismus ins innere von Zellen vordringen. Da 
die Affinität von MPP+ zu DAT relativ hoch ist wird MPP+ bevorzugt von dopaminergen 
Neuronen aufgenommen. Obwohl MPP+ durch VMAT aktiv in Vesikel transportiert wird 
und teilweise im Zytosol verbleibt, liegt der Hauptgrund seiner Toxizität in der 
Hemmung des Komplex I der mitochondrialen Atmungskette. Zum einen führt dies zu 
einer verringerten Produktion von Adenosintriphosphat (ATP), zum anderen werden 
erhöhte Superoxidmengen (·O2-) ins Zytosol abgegeben was den dortigen Spiegel freier 
Radikale stetig ansteigen lässt (Abbildung 6). 
Epidemiologisch ist die Bedeutung von MPTP allerdings zu vernachlässigen, da es weder 
natürlich vorkommt, noch in größerem Umfang ins Ökosystem eingebracht wird. 
3.1.2 Rotenon 
Das Pestizid Rotenon6 (Abbildung 5) dagegen findet häufig in der Landwirtschaft 
Anwendung. Chemisch handelt es sich um ein Furocumarin- Derivat welches 
hauptsächlich aus der Wurzel von Derris elliptica gewonnen wird (Windholz et al., 
1983). Rotenon ist wie MPP+ ein Komplex I- Inhibitor und kann wegen seiner lipophilen 
Natur ohne weitere Modifikation die Blut-Hirn-Schranke und Zellmembranen 
überwinden (Di Monte, 2003). In Ratten wird durch Injektion von Rotenon selektive 
Degeneration dopaminerger Neurone und ?-
Syn- Aggregation ausgelöst (Betarbet et al., 
2000; Sherer et al., 2003). Ob Rotenon speziell 
dopaminerge Neurone schädigt ist nicht 
vollständig geklärt. Während im Rattenmodell 
auch allgemeine Neurodegeneration durch 
Rotenon beschrieben ist (Höglinger et al., 
2003), wird berichtet, dass der Effekt in 
Drosophila tatsächlich auf dopaminerge 
Neurone beschränkt zu sein scheint (Coulom 
und Birman, 2004). Der modus operandi mit dem Rotenon und MPP+ ein Ansteigen der 
Konzentration zellulärer ROS bewirken ist allerdings weitgehend geklärt (Abbildung 6). 
                                                          
5 1-methyl-4- Phenylpyridinium 
6 (2R,6aS,12aS)-1,2,6,6a,12,12a- hexahydro-2-isopropenyl-8,9- dimethoxychromeno[3,4-b] furo (2,3-h) 
Chromen-6-on 







Abbildung 6: Schema der Elektronentransportkette an den Komplexen I und II der mitochondrialen 
Atmungskette: Das Schema wurde nach Informationen aus Pitkänen und Robinson (1996), Lümmen 
(1998) und Löffler (2001) zusammengestellt. Auf die Darstellung des Protonentransports wurde verzichtet. 
Erläuterungen im Text. 
Der Komplex I der Atmungskette ist eine NADH : Ubichinon– Oxioreduktase. Am ersten 
Eisen- Schwefel- Cluster (FeS) werden durch die prosthetischen Gruppen FMN, N1, 
N1b, N3, N4 und N5 Reduktionsäquivalente (NADH) oxidiert. Dabei werden Protonen in 
die mitochondriale Matrix transportiert und Elektronen auf den zweiten Eisen-Schwefel- 
Cluster (N2) übertragen. Dieser reduziert Ubichinon (UQ) zu Ubichinol (UQH2) 
(Lümmen, 1998). Die mitochondriale Atmungskette produziert an dieser Stelle per se 
auch bei normaler Funktion Superoxid- Radikale (Boveris und Chance, 1973). Wird aber 
die Redoxreaktion durch einen Komplex I- Inhibitor unterbrochen, lecken Elektronen 
verstärkt in den Intermembranraum und die mitochondriale Matrix wo sie anstatt des 
Ubiquinons molekularen Sauerstoff zu Superoxid- Radikalen reduzieren (Lümmen, 
1998). Die Gesamtfunktion der Atmungskette und die ATP- Produktion der 
Mitochondrien kommt durch die Hemmung des Komplex I nicht vollständig zum 
Erliegen, da bei intaktem erstem FeS- Cluster der Nettoverlust an transportierten 
Protonen nur zwei pro NADH beträgt und die Succinat : Ubichinon– Oxidoreduktase des 
Komplex II weiterhin Energie ins Gesamtsystem einspeist. 
Da Rotenon den Komplex I systemisch inhibiert, ist mitochondriale Dysfunktion allein 
keine befriedigende Erklärung der selektiven Degeneration dopaminerger Neurone. So ist 
der Blick auf ein weiteres Produkt der Agrarchemie, welches unter dem Verdacht steht, 






Paraquat7 (Abbildung 7) wird wie Rotenon häufig in 
der Landwirtschaft angewendet. Ende der neunziger 
Jahre kam es in ländlichen Gebieten in Taiwan und 
Italien, in denen Paraquat intensiv ausgebracht wurde, 
zu gehäuftem Auftreten der PD. Die Krankheitsfälle 
wurden auf den Einsatz des Paraquats zurückgeführt 
(Liou et al., 1997; Smargiassi et al., 1998). Im 
Tierversuch zeigen Mäuse, denen Paraquat injiziert 
wird nach kurzer Zeit PD- ähnliche Symptome und selektive Degeneration dopaminerger 
Neurone (McCormack et al., 2002). Die Europäische Union hat mittlerweile die 
Zulassung für die landwirtschaftliche Nutzung von Paraquat aufgehoben8. 
Der Mechanismus, mit dem Paraquat seine toxische Wirkung entfaltet ist nicht geklärt 
und wird kontrovers diskutiert (Miller, 2007; Cory-Slechta et al., 2007; LoPachin und 
Gavin, 2008). Zuerst ordnete man Paraquat aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit mit 
MPP+ denselben Toxizitätsmechanismus zu und erbrachte auch experimentelle Beweise 
für den Transport via DAT (Shimizu et al., 2003; Ossowska et al., 2005) und die 
Möglichkeit, damit eine Komplex I- Dysfunktion zu provozieren (Cocheme und Murphy, 
2007). Zeitgleiche Studien führen zu entgegen gesetzten Schlüssen, nämlich, dass 
Paraquat weder über DAT transportiert wird, noch dass es mit dem Komplex I 
interagieren kann. (Richardson et al., 2005). Weitere Veröffentlichungen zeigen 
experimentelle Beweise für Paraquat- induzierte Apoptose durch JNK- MAPK induzierte 
Caspasen (Peng et al., 2004; Ramachandrian et al., 2007). 
PD wurde lange als typisches Beispiel einer nicht- genetischen Krankheit angesehen. 
Nach der Endeckung eines Risikogens (Polymeropoulos et al., 1997) war allerdings klar, 
dass die PD neben den sporadischen und Toxin- induzierten Formen auch genetisch 
bedingt sein kann. 
3.2 genetische Risikofaktoren 
Bei der Suche nach PD- Risikogenen ist das Mittel der Wahl die Analyse hereditärer 
Formen der PD. Obwohl nur 20% aller PD- Fälle auf familiäre Vererbung 
zurückzuführen sind, können an diesen Fällen durch Erbgutvergleiche Abweichungen 
                                                          
7 1,1'-Dimethyl-4,4'-bipyridinium 
8 Gericht erster Instanz der Europäischen Gemeinschaften: Pressemitteilung Nr. 45/07. 11. Juli 2007 
Abbildung 7: Strukturformeln 





von der Norm erkannt werden. Bis dato sind beim Menschen 13 PD- assoziierte 
chromosomale Loci identifiziert worden. Sechs davon weisen codierende Gene auf, in 





Form der PD Art der Mutation 
PARK1 SNCA AD  A30P, A53T, E56K 
PARK2 parkin AR 
zahlreiche Punktmutationen, 
Exon Deletionen, Lokus- 
Duplikation, -Triplikation 
PARK4 SNCA AD 
Lokus- Duplikation, 
- Triplikation 
PARK5 UCHL-1 AD I93M, S18Y 
PARK6 pink AR G309D, Exon- Deletionen 
PARK7 DJ-1 AR L166P 
PARK8 LRRK2 AD R1441C?G?H, Y1699C, G2019S, I2020T, G2385R 
Tabelle 1: PARK- Loci mit codierenden Genen: bisher wurden in sieben PARK- Loci sechs codierende 
Gene identifiziert. Der PARK4 Locus ist identisch mit dem PARK1-Lokus. Mutationen in diesen Genen 
führen zu dominant- oder rezessiv vererbbarer PD. AD: autosomal dominant; AR autosomal rezessiv. 
An dieser Stelle wird auf die ausführliche und angemessene Erläuterung aller Park- Loci 
und die Revision der dazu relevanten Literatur verzichtet, da dies den Rahmen dieses 
Kapitels sprengen würde. Das Hauptaugenmerk wird auf SNCA gelegt, welches für diese 
Arbeit primäre Relevanz hat. 
cDNA von SNCA wurde erstmals aus Torpedo californica isoliert. Expressionsanalysen 
zeigten, dass SNCA für das Protein ?-Synuclein (?-Syn, Abbildung 8) codiert welches 
aus 140 Aminosäuren besteht und an den axonalen Nerventermini im Gehirn lokalisiert 
ist (Maroteaux et al., 1988). Uéda et al. (1993) klonierten eine menschliche cDNA- 
Sequenz aus der sie NACP140 exprimierten, den nicht- A?- amyloiden Bestandteil der 
Alzheimer- Plaques. Ein Jahr später wurde das in Torpedo beschriebene ?-Syn selbst mit 
der Alzheimer’schen Krankheit (AD) in Verbindung gebracht, da erkannt wurde, dass 
NCAP140 eigentlich kein neu entdecktes Protein, sondern lediglich das humane 
Homolog des Torpedo ?-Syn ist. ?-Syn ist ein relativ kleines Neuropeptid welches im 
menschlichen Gehirn hauptsächlich im Mittelhirn, der Gehirnrinde und dem Striatum 
exprimiert wird (Charles et al., 2000). Seine Funktion ist nicht geklärt (Vekrellis et al., 
2004). ?-Syn- Knockout- Mäuse zeigen außer geringfügig veränderter Neurotransmission 
dopaminerger Neurone keine Auffälligkeiten (Abeliovich et al., 2000). Die 





letale Mutation im Gen des Cystein String Proteins-? (CSP?) tragen (Chandra et al., 
2005), wodurch eine Beteiligung von ?-Syn als Cochaperon beim Verpackungsprozess 
von Neurotransmittern in synaptische Vesikel möglich erscheint (Bonini und Giasson, 
2005). Andere Studien deuten auf eine Beteiligung von ?-Syn am Lernprozess und der 





Abbildung 8: dreidimensionale Struktur und schematische Darstellung der Domänenorganisation 
von ?-Syn: 
A: NMR-Struktur von Micellen- assoziiertem ?-Syn: der N-Terminus des Proteins bildet eine antiparallele 
Helix-Loop-Helix Struktur aus. Der C-Terminus weist hohe Moleküldynamik auf und bildet keine 
festgelegten Tertiärstukturen aus (1XQ8.pdb, Ulmer et al., 2004). 
B: Schema der Domänen im ?-Syn: das Protein setzt sich aus der ?-Helix- bildenden amphipathischen 
Region am N-Terminus (AS 1-60), der NAC-Domäne (non-A?-component of AD- Plaques, AS 61- 94) 
und einer acidischen Region am C-Terminus (AS 95-140) zusammen. Die beiden krankheitsrelevanten 
Mutationen A30P und A53T liegen in der Region, die die, vom N- Terminus aus gesehen, zweite ?-Helix 
des Proteins ausbildet (nach Gaeta und Hider, 2005).
Obwohl seine molekulare Funktion noch nicht aufgeklärt ist, wurde ?-Syn mit mehreren 
neurodegenerativen Syndromen als möglicher krankheitsrelevanter Faktor in Verbindung 
gebracht. ?-Syn ist nicht nur Bestandteil von AD- Plaques, sondern wird auch bei der 
Huntington’schen Krankheit (HD) als Einlagerung in Polyglutaminaggregaten (Charles et 
al., 2000) beschrieben. Trotz diesen Befunden scheint ?-Syn bei AD und HD nur eine 
periphere Rolle zu spielen. Bei Symptomatiken aus der Gruppe der ?-Synucleopathien 
erscheint es dagegen als zentrales pathologisches Element. Als zwei Mutationen in SNCA 
(PARK1) und die Triplikation seines Locus (PARK4) jeweils mit spezifischen familiär 





1997; Krüger et al., 1998; Singleton et al., 2003), wurden die ersten Indizien für die 
Existenz einer genetischen Komponente bei der Entstehung der PD deutlich. Beide 
Mutationen in SNCA führen zu einem Aminosäureaustausch in der amphipatischen 
Region des Proteins wobei im einen Fall Alanin an Stelle 53 durch Threonin (?-
SynA53T), beziehungsweise Alanin an Stelle 30 mit Prolin (?-SynA30P) ersetzt ist. 
Außerdem stellt ?-Syn den Hauptproteinanteil stritialer Lewy- Bodies (LBs) bei der PD, 
cortikaler LBs bei der Demenz mit Lewy- Bodies (DLB), neuronaler und glialer 
Ablagerungen bei der Neurodegeneration mit Eisenablagerung im Gehirn 
(Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation; NBIA) und glialer Ablagerungen bei 
der Multisystemathrophie (MSA) (Martí et al., 2003) dar. 
Bei LBs handelt es sich um intrazelluläre ?-Syn- und Ubiquitin- immunreaktive 
Aggregate, die neben ?-Syn und Ubiquitin auch Hitzeschock- Proteine und diverse 
andere Bestandteile enthalten (Beyer und Ariza, 2007). Humanes ?-Syn kann in vitro 
ohne Beteiligung weiterer Komponenten mit sich selbst in Wechselwirkung treten und 
über di- und oligomere Zwischenstufen zu multimeren Fibrillen und Aggregaten 
kondensieren. Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs wird einerseits von der Menge, 
andererseits von der Art des ?-Syn bestimmt: sowohl die Erhöhung der 
Proteinkonzentration als auch die Mutationen beschleunigen die Aggregation (Conway et 
al., 1998; Narhi et al., 1999). Für transgene Tiermodelle ist nach Überexpression der 
humanen wildtypischen und mutanten ?-Syn- Formen Degeneration dopaminerger 
Neurone und Bildung zytoplasmatischer Aggregate beschrieben, wobei sich auch hier 
Berichte häufen, wonach mutantes ?-SynA30P oder ?-SynA53T in Mäusen (Kahle, 
2008) und C. elegans (Kuwahara et al., 2005) generell prominentere Phänotypen 
hinsichtlich Neurodegeneration und ?-Syn- Aggregation auslöst als wildtypisches ?-Syn. 
Oxidativer Stress und die Dysfunktion von Proteinabbauwegen scheinen für die Toxizität 
von großer Bedeutung zu sein. In einem gängigen Modell werden ?-Syn- Fibrillen und 
Aggregate für die Behinderung des proteasomalen Proteinabbaus verantwortlich gemacht. 
Die Fibrillisation von ?-Syn wird dabei durch oxidativen Stress beschleunigt (Dawson 
und Dawson, 2003). Zudem deuten auch die PD- Mutationen in parkin (PARK2), 
welches für eine E3 Ubiquityl Ligase, oder UCH-L1 (PARK5), welches für die 
Ubiquitin-C-Hydrolase-L1 codiert auf Funktionsstörungen des proteasomalen 





wird ?-Syn auch am Lysosom durch Chaperon- mediierte Autophagie degradiert. Dieser 
Abbauweg wird durch ?-SynA30P und ?-SynA53T blockiert (Cuervo et al., 2004). 
Die Toxizität mutanter ?-Syn- Proteine beruht also nicht auf einem durch die Mutationen 
in SNCA ausgelösten Funktionsverlust (‚loss of function’), sondern auf dem Entstehen 
neuer und toxischer Zusatzeigenschaften (‚toxic gain of function’) (Rajagopalan und 
Andersen, 2001; Eriksen et al., 2003). Daraus ergibt sich die Möglichkeit Organismen 
wie Drosophila, die selbst kein eigenes SNCA- Gen haben, als genetisches Modell der 





4. Drosophila als Modellorganismus für Degenerationsvorgänge 
am dopaminergen System 
Drosophila ist als Modellorganismus der Neurobiologie von unschätzbarem Wert. 
Aufgrund der kurzen Generationszeit, der einfachen Zuchtbedingungen und der über 
Balancer- Chromosomen einfach zu bestimmenden Genotypen ist es möglich, komplexe 
genetische Konfigurationen einfach und innerhalb kurzer Zeit ohne molekularbiologische 
Genotypisierung von Zwischengenerationen zu realisieren. Obwohl das Gehirn der 
Invertebraten bei weitem nicht so hoch entwickelt ist wie das Gehirn der Wirbeltiere, ist 
es trotzdem in der Lage, erstaunliche integrative Leistungen zu vollbringen und besitzt 
eine Vielzahl verschiedener, aber untereinander verschalteter neuronaler Subsysteme. Ein 
bedeutender Vorteil von Drosophila als Modellorganismus der Neurobiologie ist, dass 
die Gehirne quasi transparent sind und so als Wholemount mit Licht- und 
Lasermikroskopischen Methoden untersucht werden können. 
Genau wie die Vertebraten besitzen auch Fliegen Neurone, die DA produzieren. Die 
Morphologie des dopaminergen Systems im ZNS von Schmeißfliegen und Fruchtfliegen 
wurde mit immunhistochemischen Färbungen gegen das Enzym TH aufgeklärt 
(Abbildung 9). 
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Verteilung dopaminerger Neurone im Gehirn 
von Drosophila: 
anterior: PAL: dorsolaterale anterielle protocerebrale Neurone (ca. 10); PAM: dorsomediale 
anterielle protocerebrale Neurone ( > 100), Posterior PPM1/2/3: dorsomediale posterielle 
protocerebrale Neurone (PPM1/2: ca. 12; PPM3: ca.: 12), PPL1: dorsolaterale posterielle 
protocerebrale Neurone; (ca. 28) PPL2: laterale posterielle protocerebrale Neurone (ca. 12); 
SP1: Subesophagusganglion, T1: Tritocerebrum (2), D1: laterales posteriores Deuterocerbrum, 
(ca. 4) SVP/VUM1/VUM2: unpaariges ventrales Suboesophgusganglion (ca. 4); (aus Botella et 
al., 2008 nach Nässel und Elkes, 1991) 
Dabei zeigte sich, dass die insgesamt ca. 96 dopaminergen Neurone im Gehirn in 
mehreren Clustern mit jeweils unterschiedlichen Neuronenzahlen angelegt sind. Durch 





UAS/Gal4- Systems (Brand und Perrimon, 1993) können Fliegen der Th-Gal4- 
Treiberlinie (Friggi-Grelin et al., 2003) als Werkzeug für die direkte und präzise 
ektopische Expression von cDNAs in diesen Zellen genutzt werde. Wird eine 
Responderlinie, die das Green Fluorescent Protein (GFP) stromabwärts der Upstream 
Activating Sequence (UAS) trägt, unter die Kontrolle von Th-Gal4 gestellt, werden in 
larvalen und adulten Gehirnen die meisten der von Nässel und Elkes beschriebenen 





Abbildung 10: Expressionsmuster der TH-Gal4 Treiberlinie: Expression des GFP- Reporters in larvaler 
Epidermis und Vorläuferzellen des adulten peripheren Nervensystems (A) und larvalem Gehirn (B). 
Expression des GFP- Reporters in den olfaktorischen Chemorezeptoren von Antennen und 
Mundwerkzeugen, den campaniformen Sensillen und den Mikrochaeten der Flügelkanten und Beine in 
adulten Fliegen (C) und adultem Gehirn (D). Vergl. Abbildung 10A, C mit Hartenstein (1993) und 
Abbildung 10D mit Abbildung 9. 
Neben den dopaminergen Neuronen im ZNS treibt Th-Gal4 auch im periphären 
Nervensystem in Teilen der epidermalen Sensillen von Larven und Adulten (Abbildung 
10A, C). In Epidermis und Gehirn werden durch differentielles Splicing der prä-mRNA 
alternative mRNA- Isoformen aus sieben beziehungsweise fünf Exonen 
zusammengestellt. Die epidermale TH ist während der Entwicklung segmental exprimiert 





Enzymaktivität und Insensitivität gegenüber der DA- Feedback-Endproduktshemmung 
aus. Die neuronale TH weist dagegen geringere Enzymaktivität auf und kann durch 
Catecholamine oder Phosphorylierungen gehemmt werden (Friggi-Grelin et al., 2003b). 
Im zentralen Nervensystem selbst ist das Expressionsmuster des TH- Gal4- Treibers mit 
dem Expressionsmuster von pale fast deckungsgleich. Lediglich die Zellen des als TH- 
immunreaktiv beschriebenen PAM- Clusters werden von der Effektorlinie nicht 
getroffen. Durch die Expression von fluoreszenten Markern unter der Kontrolle des TH-
Gal4- Treibers steht eine Methode zur Verfügung, mit der Degenerationsvorgänge am 
dopaminergen System im Gehirn der Fliege beobachtet werden können. 
Auch die Portierung von Modellen der PD aus anderen Modellorganismen ist in vielen 
Fällen möglich. Wie in Nagern kann in Drosophila Degeneration dopaminerger Neurone 
durch Rotenon, Paraquat oder die Expression von ?-Syn ausgelöst werden (Feany und 
Bender, 2000; Coulom und Birman, 2004; Chaudhuri et al., 2007). 
 
Die PD ist die zweithäufigste altersbedingte neurodegenerative Krankheit beim 
Menschen (Ross und Smith, 2007). Obwohl der medizinische Fortschritt zu stetig 
zunehmender Lebenserwartung führt, existiert gleichzeitig noch kein Weg, neuronalen 
Verfall bei neurodegenerativen Krankheiten zu stoppen. So ist in der Zukunft eine 
drastische Steigerung der Anzahl Betroffener zu erwarten, die das Gesundheitssystem mit 
beträchtlichen Mehrkosten belasten werden. In der Zukunft wird ein kostengünstiger und 
effektiver Modellorganismus wie Drosophila in der Pharmakologie und der 







Ziel dieser Arbeit ist es, die Degeneration dopaminerger Neurone von Drosophila 
melanogaster durch oxidativen Stress und die Expression von humanem ?-Syn zu 
untersuchen. Dafür sollen toxikologische und genetische Neurodegenerations- 
Modellsysteme etabliert werden, an denen Zellverlust am dopaminergen System, 
Lebenserwartung und Verhalten untersucht werden können. 
Anschließend soll getestet werden, ob die degenerativen Phänotypen die bei den 
Modellsystemen der sporadischen und genetischen Formen der Parkinson’schen 
Krankheit auftreten durch molekularbiologische Manipulation bestimmter zellulärer 
Stoffwechselwege modifiziert werden können. Besonderes Augenmerk soll dabei auf 
zelluläre Funktionen gelegt sein, die für die Produktion freier Radikale oder die zelluläre 
Stressantwort verantwortlich sind. 
Neben den Experimenten zur Neurodegeneration soll auch untersucht werden, ob 
oxidativer Stress eine Rolle bei der ?-Syn- Aggregation spielt. Zu diesem Zweck soll 
eine transgene Fliegenlinie erzeugt werden, mit der modifiziertes ?-Syn- Protein 











































Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen bezogen. 
Bezeichnung 5’-3’ Sequenz Ta Verwendung
A1 AGATCTATGGATTTCATGAAAGGACT 51°C Klonierung 
A2 AGATCTTGGCTTCAGGTTCGTAGTCTTGATACC 58°C Klonierung 
hsapSOD antisense TACACCACAAGCCAAACG 50°C RT-PCR 
hsapSOD sense TGCAGGGCATCATCAATT 44°C RT-PCR 
ple_Asense GGAGTAGTCGATGAATGGGAT 47°C qRT-PCR 
ple_sense AAGGCTCCGTGGTTCCC 47°C qRT-PCR 
pUASt-(hsp70)-seq GCGCTTCGTCTACGGAGCGAC 60°C Sequenzierung 
pUASt-(SV40)-seq CTTAGAGCTTTAAAT 60°C Sequenzierung 
Rp49 fw GCGGGTGCGCTTGTTCGATCC 55°C qRT-PCR 
Rp49 rev CCAAGGACTTCATCCGCCACC 55°C qRT-PCR 
snca (antisense) TGTCTTCTGGGCTACTGC 52°C qRT-PCR 
snca (sense) AGTTGTGGCTGCTGCTGA 52°C qRT-PCR 
DAT sense TGGAGATTTCCCTATTTGTGC 52°C qRT-PCR 
DAT asense GCCAATTCCATATAGAACAGAGC 52°C qRT-PCR 
T7 ATTATGCTGAGTGATATCCCGCT 55°C Sequenzierung 
Tabelle 2: Liste der eingesetzten Primer 
1.2 Vektoren 
Bezeichnung Verwendung Herkunft bzw. Literatur 
pBluescript II SK (+) Sub- Klonierung 
Stratagene 
(Alting-Mees and Short 1989) 
pGEM-T® Easy Klonierungsvektor für PCR-Produkte Promega 
pUAST ektopische Expression Brand und Perimon, 1993 
Tabelle 3: Liste der eingesetzten Vektoren





Bezeichnung Kürzel Tier Verwendung Verdünnung Herkunft
Alexa Fluor® 546 
goat anti-mouse 
IgG (H+L) 
G?M 546 Ziege, monoklonal Wholemount 1:150 
Molecular 
Probes 
Alexa Fluor® 680 
goat anti-mouse 
IgG (H+L) 
G?M 680 Ziege, monoklonal Immunoblot 1:2500 
Molecular 
Probes 
Alexa Fluor® 800 
goat anti-rabbit 
IgG (H+L) 
G?R 800 Ziege, monoklonal Immunoblot 1:2500 
Molecular 
Probes 










































recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
hsdR17 supE44 relA1 lac 




Die Fliegenzucht erfolgte bei 18 oder 25°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65% 
in kleinen Gläsern mit Nahrungsbrei (0,8%Agar, 2,2% Zuckerrübensirup, 8,0% 
Malzextrakt, 1,8% Bierhefe, 1,0% Sojamehl, 8,0% Maismehl). Um Pilzbefall zu 




verhindern enthielt das Futter 0,3% Nipagin als Fungizid. Die administrierte Beleuchtung 
simulierte einen 12/12 h LD Tag-Nacht Rhythmus. 
Für Kreuzungen wurden zwei bis drei Männchen mit vier bis sechs Jungfrauen zur 
Eiablage in Gläsern mit Trockenhefe als zusätzlicher Proteinquelle gehalten und vor dem 
Schlüpfen der F1-Generation aus den Gläsern entfernt. Die Alterungsexperimente fanden 
in Gläsern ohne Trockenhefe statt. 





y, w1118; CyO/nocSco; TM3/ 













II, III CyO/Sco; UAS-IR-ple/TM3 diese Arbeit 
w1118; CyO/Sp; 






X elav-Gal4 Stammsammlung 
w[*]; fmn II fmn Kume et al., 2005 




III GMR-GAL4 Ratnakumar und Desplan, 2004 
sni1 X P-Element José Botella/ Botella et al., 2004 
w[*]; P{w[+mC]=ple-
GAL4.F}3 III TH-Gal4 
Serge Birman/ Friggi-
Grelin et al., 2005 





II, III UAS-Cat; UAS-?-Syn(A30P) diese Arbeit 
w[*];P{w[+mC]=UAS-
dDAT} III UAS-dDAT Kume et al., 2005 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
Dicer2} II UAS-Dicer2 
Vienna Drosophila 
RNAi Center/ 
Dickson et al., 2007 





Dicer2}; TM3/ mus302D3 II, III 
UAS-Dicer2/CyO; 























II, III UAS-Dicer2/CyO; UAS-Syn(A30P)/TM3 diese Arbeit 
w[*]; P{w[+mC]=UAS-






II, III UAS-GFP; TH-Gal4 Bayersdorfer, 2005 
w[1]; P{w[+mC]=UAS-
Sod.A}B36 II UAS-hSoD1 
Bloomington Stock 
Center/Parkes et al., 
1998 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
ple.RNAi} III UAS-IR-ple 
Vienna Drosophila 
RNAi Center/ 
Dickson et al., 2007 
w[1]; P{w[+mC]=UAS-
Sod2.M}UM83 II UAS-mSoD 
Bloomington Stock 
Center/Missirlis et al., 
2003 
w[*]; P{w[+mC]=UAS-
Sniffer}; II UAS-Sniffer 
José Botella/ Botella 












II, III UAS-SoD; UAS-?-Syn(A30P) diese Arbeit 
w[1118]; P{w[+mC]=UAS-












II, III UAS-Stinger; TH-Gal4 Bayersdorfer, 2005 
w[*]; P{w[+mC]=UAS-












SynT/CyO}1 II UAS-SynT1 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/TM3}12 III UAS-SynT12 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/CyO}13 II UAS-SynT13 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/CyO}2 II UAS-SynT2 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/CyO}3 II UAS-SynT3 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/CyO}4 II UAS-SynT4 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT/CyO}8 II UAS-SynT8 diese Arbeit 
w1118; P{w[+mC]=UAS-
SynT-IK}/CyO II UAS-SynT-IK 
Tobias Härtinger/ 
Härtinger, 2008 
Tabelle 5: Liste der eingesetzten Fliegenstämme
1.6 Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Zusammensetzung Verwendung
GTE 50mM Tris/HCl pH 8,0. 25 Glukose. 10mM EDTA Plasmid- Miniprep 
NaOH/SDS 0,2M NaOH, 1%SDS Plasmid- Miniprep 
KAc 5MKAc Semidry- Blot 
SDBB 25mM Tris,192mM Glycin pH8,3 Plasmid- Miniprep 
PCB 
6M Harnstoff, 10% DDT, 0,01% 
Bromphenolblau, 10mM NaPO4 
pH 7.2, 210μl Mercaptoethanol 
Protein- Extraktion 
Carnoy- Fixans 60% EtOH p.a., 30% Chloroform, 10% Eisessig Fixierung für ABC-HRP 
APS 10% APS Westernblot 
Natriumazid 10% Natriumazid Fungizid für Antikörperlösungen 






10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 
10 g/l NaCl; 3 ml/l 1N NaOH, 
100μg/ml Ampicillin 
selektive E. coli Flüssigkultur
LBAmp (Miniprep) 
10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 
10 g/l NaCl; 3 ml/l 1N NaOH, 
50μg/ml Ampicillin 
selektive E. coli Flüssigkultur
LB-Medium 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; 3 ml/l 1N NaOH E. coli Flüssigkultur 
SDS-PAGE Buffer 1,5% Tris, 7,2% Glycin, 0,5% SDS Westernblot 
4% PFA 4% PFA in PBS Wholemount 
Apfelsaftagarplatten 
1,75% Agar; 25% Apfelsaft; 
2,5% Zucker; 1% Nipagin in 
Ethanol 
Keimbahntransformation 
Injektionspuffer (10x) 5mM KCL; 0,1mM Na-Phosphatpuffer (pH 6,8) Keimbahntransformation 
Squishing buffer 10mM Tris–Cl (pH 8,2), 1mM EDTA, 25mM NaCl gDNA Extraktion 
TAE 0,04M Tris-Acetat, 0,001M EDTA Agarose- Gelelektrophorese 
TBST TBS, 0,05% Tween-20 Westernblot 
TBS 140mM NaCl; 10mM Tris-HCl pH 7,5 Westernblot 
DGLP (2x sample buffer) 
0,09M Tris pH 6,8; 20% 
Glycerin; 2% SDS; 0,02% 
Bromphenolblau; 10% 
Mercaptoethanol; 0,1M DTT 
Westernblot 
Tris-HCl-Puffer 1,5M Tris HCl-Puffer; pH 8,8 Westernblot 
Tris-HCl-Puffer 1M Tris HCl-Puffer; pH 6,8 Westernblot 
absteigende Alkoholreihe 99, 96, 80, 70, 30 EtOH Rehydrierung von Paraffinschnitten 
aufsteigende Alkoholreihe 30, 50, 70, 80, 95, 99,5% EtOH Entwässerung von Semidünn-Schnitten 
Einbettmedium VectaShield H 1000  von Vector Laboratories Wholemount 
Eindeckmedium DPX mountant for histology von Fluka Semidünn-Schnitte 
Formaldehyd-Fixans 4% Paraformaldehyd in PBS; pH 7,4 Wholemount 
Glutaraldehyd-Fixans 1% Glutaraldehyd in PBS Semidünn-Schnitte 
Nagellack farblos, schnell trocknend Wholemount 
Osmium-Fixans 1% OsO4 in PBS Ultradünn-Schnitte 









PBST PBS mit 0,5% Triton-X 100; pH 7,4 Wholemount 
Toluidinblau Färbelösung 1% Toluidinblau; 1% di-Natrium-tetraborat Semidünn-Schnitte 
Tabelle 6: Verwendete Puffer und Lösungen 
1.7 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 
Chemikalien, Enzyme, und Verbrauchsmaterialien wurden von den folgenden Firmen 
bezogen: 
BioRad, Biozym, Braun, Corning, Fermentas, Fluka, Intenso, Balur, Hartenstein, 
Kimberley-Clark, LiCor, Marienfeld, Menzel, Merck, New England Biolabs, Pall, Pierce, 
Pharmacia, PeqLab, Polysciences, Qiagen, Roche, Roth, Sarstedt, Schleicher & Schuell, 
SemperMed, Serva, Sigma, TPP, USB und Verbatim. 
1.8 Software 
Programm Hersteller/Distributor Version(en) Verwendungszweck 
Alphamanager Alpha Innotech 2.0 Steuerungssoftware des Geldokumentationssystems 
ImageJ NCBI 1.34 bis 1.42 Quantifizierung dopaminerger Neurone 




LSM 510 Zeiss 3.2 




Browser Zeiss 3.2.0.115 
Bildbetrachter für Zeiss *.lsm 
Dateiformat 





Erstellen dieses Textes 
Photoshop Adobe CS 3 Bildbearbeitung 
SigmaPlot Sysstat Software 10.0 Erstellen der Grafiken in dieser Arbeit 
Statistica Statsoft Inc. 6.0 statistische Auswertung 
Visio Microsoft 11.3216.5606 Erstellen von Schemazeichnungen 






Software Roche 3.5.3 
Steuerungssoftware für das 
Roche LightCycler System 
BioEdit Ibis Biosciences 7.09 
Sequenzanalyse für 
Sequenzdaten im ab1 
Dateiformat 
EditSeq DNAStar 5.03 Sequenz- und Restriktionsanalyse 
PrimerPremiere Premier Biosoft International 5.0 Primerdesign 
pDRAW32 AcaClone 1.1.96 Analyse von Vektorkarten im *.pdw Dateiformat 
ProtParam 





In silico Proteinanalyse, 
Wilkins et al., 1999 
Tabelle 7: Verwendete Software 




2. Histologische Methoden 
2.1 Anti-?-Synuclein- und Anti-SynT- Avidin-Biotin-Complex 
Horseradish-Peroxidase-Färbung (ABC-HRP) auf Paraffinschnitten 
Herstellung von Gewebeschnitten: 
Für die ABC-HRP immunhistochemischen Analysen wurden je fünf Fliegen der zu 
vergleichenden Genotypen auf gemeinsame Krägen aufgefädelt und mit Sine Oculis 
Fliegen so gruppiert, dass eine eindeutige Unterscheidung der Genotypen nach dem 
Schneiden möglich war. Die aufgefädelten Fliegen wurden zwei Stunden mit Carnoy 
fixiert und dreimal mit EtOH (99%, 30min; 99%, 30min; abs., 1h) gewaschen, bevor sie 
ÜN in Methylbenzoat eingelegt wurden. Das Methylbenzoat wurde bei 60°C durch 
Einlegen in ein Methylbenzoat/Paraffin 1:1 Gemisch, gefolgt von sechs Paraffinbädern 
mit steigender Reinheit aus dem Gewebe entfernt. Danach wurden die Krägen in 
Paraffinblöcken eingebettet. 
Nach dem Abtrennen der Krägen mit den Körpern wurden 7μm Schnitte der Köpfe 
angefertigt, getrocknet und bei 60°C durch zwei 30-minütige Xylolbäder entparaffiniert. 
Die Antigendetektion erfolgte unter Zuhilfenahme des VECTASTAIN ABC Elite Kits der 
Firma VectaStain nach folgendem Protokoll:  
 
Rehydrierende Alkoholreihe: 
99% EtOH  5min, RT 
 96% EtOH  5min, RT 
 90% EtOH  5min, RT 
 80% EtOH  5min, RT 
 70% EtOH  5min, RT 
 MQ-H2O  5min, RT 
 
Anti-?-Syn ABC-HRP-Färbung: 
 PBST 0,5% Triton-X 100 5min, RT 
Blocken PBST 0,5% Triton-X 100 5%NHS 30min 
1. Antikörper 
Mouse- Anti-?-Synuclein 
LB509, 1:500 in PBST 
0,5% Triton-X 
ÜN, 4°C 
Aufwärmen  1h, RT 




Waschen PBST 0,5% Triton-X 100 2 x 5min, RT 
2. Antikörper 
Horse-?-Mouse 
Biotinyliert, 1:500 in PBST 
0,5% Triton-X 100 
1h, RT 
Waschen PBST 0,5% Triton-X 100 2 x 5min, RT 
HRP-Konjugation ABC (A:B = 1:1) 1h, RT 




Neutralisation MQ-H2O  
Eindeckeln Glycergel  
2.2 Semi- und Ultradünnschnitte 
Fliegenköpfe wurden auf Eis in PPS pH 7,4 entrüsselt und anschließend in 5% 
Glutaraldehyd ÜN bei 4°C fixiert. Nach der Fixierung wurden die Köpfe dreimal in PPS 
pH 7,4 gewaschen und mit 1% Osmiumtetraoxid bei 4°C kontrastiert. Nach nochmaligem 
Waschen wurden die Köpfe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 10 min 50%, 70%, 
80%, 95%, 3x100% EtOH) dehydriert, in Propylenoxid gewaschen und in Durcupan 
eingebettet. 
2.2.1 Semidünnschnitte 
Zur Herstellung von Semidünnschnitten für die Lichtmikroskopie wurden 2μm Schnitte 
aus den Blöcken angefertigt, mit Toluidinblau gefärbt und mit DPX eingedeckelt. 
2.2.2 Ultradünnschnitte 
Von den eingebetteten Köpfen wurden mit einem Ultra-cut ca. 50nm dicke Schnitte 
angefertigt, auf Grids gezogen und mit 2% Uranylacetat/Bleicitrat nach Reynolds 
kontrastiert. 
Die Aufnahmen wurden an einem Zeiss EM 10 C/V/R Elektronenmikroskop bei einer 
Kathodenspannung von 80kV angefertigt. 
2.3 Antikörperfärbung an Gehirn Wholemounts 
2.3.1 Anti-Tyrosin-Hydroxylase-Färbung 
Gehirne fünf bis sieben Tage alter Fliegen wurden in Phosphatpuffer mit 4% PFA, pH 7,2 
in der Mitte der Lichtphase präpariert und eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen 
fixiert. Nach der Fixierung wurden die Gehirne fünfmal mit PBST 0,5% Triton-X100 




(=Waschpuffer) gewaschen und eine Stunde bei Raumtemperatur in PBST 0,5% Triton-
X100 10%NGS (=Blockpuffer) geblockt. 
Die 24-stündige Inkubation mit dem primären Antikörper LNC1 erfolgte bei 4°C im 
Blockpuffer in dem der Antikörper in einer 1:100 Verdünnung vorlag. Die Bindung des 
primären Antikörpers wurde durch langsames Aufwärmen bis auf Raumtemperatur 
stabilisiert, bevor durch fünfmaliges Waschen ungebundener primärer Antikörper entfernt 
wurde. 
Die Inkubation mit dem, 1:150 in Block-Puffer vorliegenden, sekundären Antikörper 
G?M 546, fand über Nacht oder 48 Stunden bei Raumtemperatur statt. 
Im Anschluss wurden die Gehirne weitere fünf Male gewaschen, Pufferreste entfernt und 
auf vier Deckgläsern (Abbildung 11) in einer Schicht VectaShield eingebettet und bis zur 
Auswertung im Kühlschrank gelagert. 
 
Abbildung 11: Schemazeichnung eines Objektträgers für 
Gehirn- Wholemounts
2.3.2 Anti-?-Syn-Färbung
Das Vorgehen bei Präparation, Fixierung, Blocken und Inkubation mit primärem und 
sekundärem Antikörper sowie bei den Waschschritten als auch beim Einbetten war bei ?-
Syn- Färbungen und Tyrosin-Hydroxylase-Färbungen identisch. Die Inkubation mit 
primärem und sekundärem Antikörper fand ebenfalls in Blockpuffer statt. 
Die Konzentration des primären Antikörpers LB509 betrug 1:100, die des sekundären 
Antikörpers 1:80.
2.3.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie für die gleichzeitige Detektion des 
GFP-Reporters und der Antikörperfärbungen 
Für die gleichzeitige Detektion der Antikörperfärbungen und des GFP-Reporters an 
Gehirn- Wholemounts wurde das LSM-510 im MultiChannel Modus so konfiguriert, dass 
gleichzeitig GFP und der sekundäre Antikörper AlexaFlour 546nm detektiert werden 
konnten. Die Nominalstärke des Argonlasers betrug 35%, von dessen Intensität bei 
488nm 40% auf die Band-Pass Filter weitergeleitet wurden. Der HeNe1- Laser wurde bei 




maximaler Leistung betrieben. Um ‚crosstalking’- Artefakte zwischen den grünen und 
roten Fluoreszenzsignalen zu vermeiden wurde der 488/543 Hauptstrahlteiler in den 
Strahlengang gelegt und entsprechende Band-Pass Filter (GFP: 505- 535; AlexaFluor 546 
540- 560nm) für die Detektion der Signale eingelegt. 
Die Aufzeichnung erfolgte mit dem 20x PlanAchromat Objektiv. Beide Kanäle wurden 
gleichzeitig gescannt und in einen 512x512 Pixel Z-Stack eingelesen. Für weitere 
Vergrößerungen wurden über die Region of Interest (ROI)- Funktion Scanbereiche 
festgelegt und die Auflösung auf den betreffenden maximal möglichen Wert erhöht. 
2.3.4 Quantifizierung dopaminerger Neurone an Gehirn Präparaten 
Die Quantifizierung der dopaminergen Neurone wurde mit einer Methode durchgeführt, 
die in einer vorhergehenden Arbeit (Bayersdorfer, 2005) entwickelt wurde. Aufgrund der 
stetigen Weiterentwicklung der zur Verfügung stehenden Auswertungssoftware ImageJ 
und deutlich gestiegener Rechenleistung konnte die Methode weiterentwickelt werden. 
2.3.4.1 Präparation 
Gehirne drei bis fünf Tage alter Fliegen, die unter der Kontrolle des pale- Promotors 
nukleäres Stinger-GFP in den dopaminergen Neuronen exprimieren, wurden in 
Phosphatpuffer mit 4% PFA, pH 7,2 in der Mitte der Lichtphase präpariert und zwei 
Stunden bei Raumtemperatur im Dunklen fixiert. Im Anschluss wurden die Gehirne 
fünfmal mit kaltem PBS pH7,2 gespült und auf dreiteiligen Objektträgern in VectaShield 
eingebettet. und bis zur Auswertung im Kühlschrank gelagert. 
2.3.4.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie für die Quantifizierung dopaminerger 
Neurone: 
Mittels eines LSM 510 wurden dreidimensionale Abbilder des mit TH-Gal4 getriebenen 
nukleären GFP-Reporters aufgenommen. 
Dabei betrug die Nominalstärke des Argonlasers 35%, von dessen Intensität bei 488nm 
40% über einen Spiegel und einen Band Pass Filter (505-535nm) auf den Detektor 
weitergeleitet wurden. Dieser wurde mittels Detektor Gain und Amplifier Offset so 
justiert, dass die Signale nicht überschwellig wurden und der Hintergrund weitgehend 
unter der Detektionssensitivität lag. 
Der Scanbereich wurde festgelegt, indem mit dem 20x PlanAchromat Objektiv und 
einem Fast XY Scan durch das Gehirn fokussiert wurde. Die Grenzen der Z-Stacks 
wurden kurz vor dem ersten, beziehungsweise kurz nach dem letzten auftretenden Signal 




festgelegt. Die Optimierung der Parameter für optische Schnittdicke und Pinhole- 
Durchmesser erfolgte automatisch durch das Steuerungsprogramm. Die Anzahl der 
optischen Schnitte durch die Gehirne war aufgrund der Automatisierung und der 
morphologischen Größenunterschiede der einzelnen Gehirne untereinander nicht völlig 
konstant. Der Pinhole- Durchmesser lag im Bereich von 0,96 bis 1,01 Airy Units. 
Nach Festlegung der oben beschriebenen Parameter wurden die einzelnen optischen 
Schnitte in Z-Stacks mit einer Auflösung von 512 x 512 Pixel eingelesen. Die Pixeltime, 
die sich aus Anzahl der bidirektionalen Scan- Wiederholungen eines Pixels und der 
Scangeschwindigkeit zusammensetzt, lag um 3,20μsek. 
2.3.4.3 Quantifizierung 
Die Z-Stacks wurden mittels der Steuerungssoftware des Mikroskops in Projektionen 
umgewandelt. Pro Gehirn wurden 30 Einzelprojektionen berechnet, bei denen sich der 
Aufsichtswinkel jeweils um sechs Winkelgrade erhöhte. Dadurch entstand ein virtuelles, 
um 180 Winkelgrade rotierbares Modell des Expressionsmusters des GFP-Reporters, 
welches in ImageJ eingelesen werden kann. Bei der Auswertung mit ImageJ wurden 
folgende Schritte durchgeführt: 
Hintergrundkorrektur: 
Die Hintergrundkorrektur ist ein weiterer Normalisierungsschritt, um Fehler, die bei der 
Normalisierung unter Sichtkontrolle am Mikroskop zwangsläufig auftraten zu 
minimieren. 
 
Process ? Subtract Background 
 
Farbwertreduzierung:  
Die Konvertierung des Bildes von 32 bit auf 8 bit diente der Farbwertreduktion von 
65536 auf 256 Farben. Nachfolgende Operationen konnten nur auf 8-bit-Datansätze 
angewendet werden. 
 
Image ? Type ? 8-Bit 
 
Schwellwertfestlegung:  
Der Schwellwert für die Quantifizierung erfolgte automatisch. Dies war nur bei 
ausreichender Qualität der Präparate sinnvoll (Abbildung 12A). 





Image ?  Adjust ? Threshold ? Auto ? Apply 
 
Signaldiskriminierung: 
Die Watershed- Funktion ermöglichte die Diskriminierung von Einzelsignalen, die sich in 
einer Schnittebene überlagern und ohne Anwendung dieser Funktion als Einzelsignal 
gewertet würden (Abbildung 12C). 
 
Process ? Binary ? Watershed 
 
Signaldetektion: 
Der Detektor wurde so eingestellt, dass Signale ab der Fläche eines einzelnen Pixels als 
positives Signal gewertet wurden. Als Ausgabe wurden eine Outline- Darstellung und 
eine Zusammenfassung des Datensatzes angefordert (Abbildung 12B, E) 
 
Analyze ? Analyze Particles 
 
Die Methode detektierte in unbehandelten Kontrollen durchschnittlich 96 Zellkerne. 
Dieser Wert entspricht dem Wert, der durch manuelles Zählen ermittelt wurde 
(Abbildung 12D). 







Abbildung 12: Softwaregestützte Quantifizierung dopaminerger Neurone: 
A: Markierte Neurone im ZNS einer männlichen Fliege 
B: Outline Darstellung der Signalerfassung durch ImageJ 
C: Vergrößerung der GFP- Markierung und der Outline Darstellung des PPL1- Clusters 
D: Vergleich zwischen manueller und softwaregestützter Quantifizierung 
E: Ausgabebeispiel 




3. Molekulare Methoden 
3.1 Methoden für die Arbeit an Nukleinsäuren 
3.1.1 Isolierung genomischer DNA 
Genomische DNA wurde nach dem ‚Single-Fly’ Protokoll (Gloor et al., 1993) isoliert. 
Anstatt einer Fliege wurden jedoch drei Fliegen in einem PCR-Reaktionsgefäß mittels 
einer mit 50 μl Squishing Buffer befüllten Pipettenspitze zermalmt und mit dem Inhalt 
der Spitze versetzt. Nach 30-minütiger Inkubation auf 37°C wurde die im Squishing 
Buffer enthaltene Proteinase K bei 95°C inaktiviert. 
3.1.2 Polymerase Chain Reaction 
Sofern die optimale Annealingtemperatur eines Primerpaars bekannt war wurden PCR-
Reaktionen mit einer vorher festgelegten und dann konstanten Annealingtemperatur 
durchgeführt. Für Primer, die mit dem Programm PrimerPremiere berechnet waren 
lieferten die Reaktionen mit der vorhergesagten Annealingtemperatur zufriedenstellende 
Amplifikation. 
War die optimale Annealingtemperatur eines Primerpaars nicht bekannt wurde zu deren 
Ermittlung eine Temperaturgradienten-PCR für den Temperaturbereich zwischen 50 und 
60°C durchgeführt. Die Elongationszeit wurde der Größe des Amplikons angepasst, 
wobei davon ausgegangen wurde, dass sich die Replikationsgabel bei der eingesetzten 
prokaryotischen Polymerase mit einer relativen Geschwindigkeit von approximativ 
1000bp/min fortbewegt. 
 
Reaktionsansatz und Reaktion: 
Template cDNA  1μl 
10xLow Salt Buffer  2μl 
40 mM dNTPs (10mM/Base) 1μl 
Taq- Polymerase  1μl 
10mM forward Primer   1μl 
10mM  reverse Primer  1μl 
MQ- H2O    ad 20μl 
5 min. 95°C  
1 min. 95°C  
30 sek. XX°C 35 Zyklen 
XX sek. 72°C  
10 min. 72°C  
? 4°C  




3.1.4 Plasmid Miniprep 
Die Plasmid-DNA wurde duch alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 1979) aus 1ml einer 
E.coli Übernachtkultur isoliert und in 20μl autoklaviertem MQ-H2O aufgenommen. 
3.1.5 Plasmid Midiprep 
Die Plasmid-DNA wurde mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen nach 
Anleitung des Herstellers (Qiagen, 2005) aus 25ml einer LBAMP Übernachtkultur isoliert. 
Die Ampicillinkonzentration im Aufzuchtmedium wurde in Abweichung vom Protokoll 
des Herstellers auf 100 ng/μl verdoppelt. 
3.1.6 Restriktionsverdau 
Reaktionsansatz für Testverdau: 
DNA   5μl 
Enzym(e)  (10U/?l) je 1μl 
10x Puffer  2μl 
steriles MQ-H2O ad 20μl 
Inkubation:   1h, 37°C 
 
Reaktionsansatz für präparativen Verdau: 
DNA   10μl   
Enzym(e) (10U/?l) je 1,5μl 
10x Puffer  3μl 
steriles MQ-H2O ad 30μl 
Inkubation:  1h, 37°C 
 
Die korrekte Kombination von Puffer und Enzymen wurde aus den Aktivitätstabellen für 
Restriktionsenyme (New England Biolabs) entnommen. 
3.1.7 Agarosegelelektrophorese und Aufreinigung von DNA-Proben 
DNA wurde auf 0,8-1,2% TAE-Agarosegelen  (0,1μl/ml EtBr) geladen und bei 90V- 
120V elektrophoretisch aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte am Intas Multiimage 
Light Cabinet. 




Falls für das betreffende Experiment von Nöten, wurden DNA-Banden aus dem Gel 
ausgeschnitten und mit dem QiaQuick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach 
Protokoll des Herstellers (Qiagen, 2005) extrahiert. 
3.1.8 Ligation 
Reaktionsansatz : 
Vektor    50ng 
Insert   150ng 
T4 Ligase (3U/?l) 1μl 
10x Ligation Buffer 2μl 
steriles MQ-H20 ad20μl 
Inkubation:  1h, 37°C bzw. ÜN 18°C 
3.1.9 Transformation 
Die Transformation von XL1-Blue Zellen wurde nach dem Protokoll von Ausubel et al. 
(1996), Unit 1.8.2 mit 45sek. Hitzeschock bei 42°C durchgeführt. Die Zellen wurden auf 
selektivem LBAmp Medium ausplattiert und bei 37°C über Nacht inkubiert. 
3.1.10 Zyklus-Sequenzreaktion und Fällung der Sequenzierungsansätze 
Die Sequenzreaktion wurde mit dem Big Dye® Terminator v.1.1 Sequenzierungskit der 
Firma Applied Biosystems durchgeführt. Die Annealingtemperaturen für die jeweiligen 
Sequenzreaktionsprimer können aus Tabelle 2 entnommen werden: 
 
Reaktionsansatz und Reaktion: 
Big Dye v.1.1  2μl 
Primer (10?M)   3μl 
5x Seq-Buffer   3μl 
Plasmid    50-100μg 
MQ-H2O   ad 20μl 
 
Nach der Sequenzreaktion wurden die Proben auf 100μl mit MQ-H2O aufgefüllt. Die 
DNA wurde durch Zugabe von 10μl 3M NaAc pH4,8 und 250μl EtOH p.a. und 15 
minütiger Zentrifugation bei 13000g gefällt. Das Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen 
und in 20μl HiDi-Formamid aufgenommen. 
10sek. 95°C  
5sek. XX°C 29 Zyklen 
4min. 60°C  
? 4°C  




Die Sequenzierung der Sequenzreaktionsprodukte erfolgte bei der der Firma Geneart, 
Regensburg. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm BioEdit. 
3.1.11 RNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung 
Die RNA wurde aus 100 Köpfen mit dem PeqGOLD TriFast™ Reagenz der Firma 
PeqLab nach dem Protokoll des Herstellers extrahiert und in 50μl H2ODEPC gelöst. 
Konzentration und Ratio (A260/A280) der RNA wurden mit einem Ultraspec 3000 der 
Firma Pharmacia Biotech an einer 1:100 Verdünnung UV- spektrometrisch bestimmt. 
Die erreichte RNA-Konzentration lag zwischen 0.7 und 1.1μg/μl bei einer Ratio von 1.6 
bis 1.9. Proben, die diese Kriterien nicht erfüllten wurden verworfen.  
3.1.12 Reverse Transkription und Test der cDNA 
 Die Reverse Transkription erfolgte mit dem Quantitect™ Reverse Transcription Kit der 
Firma Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers. Um unerwünschte Kopien 
genomischer DNA auszuschließen, kamen anstatt des mitgelieferten Primer Mix Oligo-
dT Primer zum Einsatz. 
Zur Qualitätskontrolle der hergestellten cDNA wurde eine PCR mit Primern für das 
Housekeeping- Gen rp49 durchgeführt. Zeigten sich nach einer Gelelektrophorese auf 
einem Agarosegel Schmier oder unspezifische Banden wurde die betreffende Probe 
verworfen. 
3.1.13 Semiquantitative RT-PCR 
In den semiquantitativen Real-Time-PCR Experimenten kamen das Lightcycler™ System 
der Firma Roche und das Quantitect SybrGreen Kit der Firma Qiagen zum Einsatz. 
SybrGreen I absorbiert als asymmetrischer Cyanin- Farbstoff nach Bindung an DNA 
blaues Licht der Wellenlänge 498nm und emittiert grünes Licht der Wellenlänge 522nm. 
Anhand der Emissionsstärke  kann die DNA-Konzentration spektroskopisch ermittelt 
werden. Zur Minimierung des Pipetierfehlers wurde für jede cDNA- Probe ein PCR- 
Mastermix ohne Primer hergestellt und für je drei Reaktionen für das Housekeepinggen 
und das Zielgen in sechs Kapillaren vorgelegt. Die nachträgliche Zugabe der Primer zu 
den Einzelreaktionen führt dann nicht zu einer Veränderung der Reaktionseffizienz. 
 




qRT-PCR Mastermix für eine cDNA- Probe und Real-Time PCR: 
cDNA   6μl 
SybrGreen Mix  60μl  
MQ-H2O  ad 20μl 
Primerzugabe:   2 mal 1μl 
 
Die 95 ? 55°C Schmelzkurve am Ende der Reaktionen zeigte für keinen der benutzten 
Primer Anzeichen für Primerdimere oder unspezifische Produkte. 
 
Zur Auswertung diente die ??CT – Methode. Unter dem CT-Wert versteht man die 
Zyklenzahl, an dem das von SybrGreen emittierte Signal einen bestimmten Schwellwert 
(Threshold) übersteigt. Der ?CT- Wert einer Probe errechnet sich aus der Differenz der 
durchschnittlichen CT-Werte der Reaktionstripletts des Zielgens (ZG) und des 
Housekeepinggens (HK): 
 
?CT = (CT(ZG)1+ CT(ZG)2 + CT(ZG)3)/3 - (CT(HK)1+ CT(HK)2 + 
CT(HK)3)/3 
 
Der ??CT – Wert des ist die Differenz aus den ?CT – Werten von Kontrolle (K) und der 
zu untersuchenden Probe (P): 
 
??CT = ?CT(P) - ?CT(K) 
 
Das Expressionsverhältnis r ergibt sich dann aus der negativen Potenz des ??CT – Wertes 
zur Basis 2. 
 
 
r = 2-??CT 
 
15 min. 95°C  
15 sek.  95°C  
30 sek.  55°C 40 Zyklen 
20 sek.  72°C  




3.2 Methoden für die Arbeit an Proteinen 
3.2.1 Immunoblot- Verfahren 
3.2.1.1 Westernblot für ?-Synuclein mit Aktin als Ladekontrolle 
Proteinextraktion: 
20 Fliegen wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und durch vortexen in einem 
Eppendorf Reaktionsgefäß dekaptiert. Die Separation von Köpfen und Körpern fand über 
ein in flüssigem Stickstoff gekühltes Metallsieb statt. 
Die Köpfe wurden in 30μl eisgekühltem PCB mit einem eisgekühlten Stößel 
homogenisiert. Unlösliche Probenbestandteile wurden durch zwei Zentrifugationsschritte 
bei vier Grad Celsius abgetrennt. 
SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese: 
Nach Zugabe von 5μl 6xDGLP und fünfminütiger Proteindenaturierung bei 95°C wurden 
die Proteine in den Proben bei 50V über Nacht auf einem 16,5% SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt. 
SDS-Polyacrylamidgel: 
 Trenngel 16,5% Sammelgel 5% 
40:1 Acrylamid/Bisacrylamid 7,5ml 1,25ml 
1,5M Tris-HCl, pH 8,8 5ml  
1,0M Tris-HCl, pH 6,8  1,25ml 
MQ-H2O 7,3ml 7,4ml 
10% (w/v) SDS 100μl 50μl 
10% (w/v) APS 100μl 50μl 
TEMED 10μl 10μl 
Blot: 
Um die Proteine auf die PVDF Membran zu transferieren wurde die ‚Semidry-Blot’ 
Methode (Ausubel et al., 1996) gewählt. Die gewässerte Membran, das Gel und sechs 
Whatman-Papiere wurden in SDBB equilibriert. Die Proteine wurden eine Stunde mit 
einer Stromstärke von 400mA aus dem Gel auf die Membran transferiert. 





Nach dem Blocken in OBP/TBS fand die Inkubation mit den im Verhältnis 1:1000 
(clone49) respektive 1:2500 (AA20-33) in OBP/TBST verdünnten primären Antikörpern 
über Nacht bei vier Grad Celsius statt. Nachdem die Antikörperbindung durch langsames 
Aufwärmen bis zur Raumtemperatur stabilisiert und überschüssiger Antikörper durch 
waschen mit TBST entfernt war, erfolgte die zweistündige Inkubation mit den jeweils 
1:2500 in OBP/TBST verdünnten sekundären Antikörpern (G?M 680 und G?R 800). 
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluorophorgruppen der sekundären Antikörper 
waren dieser und alle folgenden Schritte abgedunkelt vorzunehmen. 
Detektion und Quantifizierung: 
Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Membran auf einem Infrarotscanner (LiCor 
Qdyssey) bei 700 und 800nm angeregt und die Infrarot-Fluoreszenz im grünen und roten 
Wellenlängenbereich aufgezeichnet und digital im tif-Format gespeichert. 
Für die Quantifizierung der Proteine wurde die Integrated Intensity von Aktin- und ?-
Syn- Signal einer Spur mit der Steuerungssoftware bestimmt und der Quotient aus beiden 
Werten gebildet. Der Quotient stellt dann die ?-Syn- Menge relativ zur Aktin- Menge 
innerhalb einer Einzelprobe dar. 
3.2.1.2 nativer Westernblot für ?-Synuclein-Aggregate 
Proteinextraktion: 
100 Fliegen wurden in flüssigem Stickstoff schock gefroren und durch vortexen in einem 
Eppendorf Reaktionsgefäß dekaptiert. Die Separation von Köpfen und Körpern fand über 
ein in flüssigem Stickstoff gekühltes Metallsieb statt. 
Die Köpfe wurden in 50μl eisgekühltem MQ-H2O mit einem eisgekühlten Stößel 
homogenisiert. 
Proteinmengenbestimmung nach Bradford: 
Die Proteinmngenbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde mit dem 
Coomassie Plus Kit der Firma Pierce am Ultraspec 3000 der Firma Pharmacia Biotech 
durchgeführt. Für jede Messung wurde an einer BSA-Verdünnungsreihe eine Eichkurve 
bei einer Wellenlänge von 595nm aufgenommen. Durch Vergleich mit der Eichkurve 
kann so die Gesamtproteinmenge der zu messenden Proben anhand deren Absorption bei 
595nm bestimmt werden. 




Die Abänderungen beim hier benutzten Verfahren im Vergleich zum Protokoll des 
Herstellers bestanden in einer verdoppelten Inkubationszeit der Proben mit dem Reagenz 
und einer fünfmal höheren Verdünnung der Probe. Dies war nötig, da die Reaktionszeit 
bis zu einem konstanten Absorptionswert wesentlich länger als fünf Minuten dauerte und 
gleichzeitig die Proteinkonzentration in den Proben so hoch war, dass sie bei Zugabe der 
empfohlenen Menge sofort ausfielen. Jede Probe wurde dreimal gemessen und als 
Referenz wurde dieselbe Menge MQ-H2O eingesetzt. Die Proteinkonzentration in den 
Proben lag zwischen 2 und 4 μg/μl. 
Polyacrylamidgel: 
Die Probe wurde nach Zugabe von Glycerin auf ein nicht- denaturierendes 10%-iges 
Polyacrylamidgel geladen und aufgetrennt. 
Primärer Antikörper gegen ?-Synuclein (clone49) und sekundärer Antikörper (G?M, 
680) waren wie in Punkt 3.2.1.1 beschrieben konzentriert. Waschschritte und Blocken 
wurden analog durchgeführt. Die Anregung der Membran erfolgte bei 700nm. 
4. Keimbahntransformation und genetische Methoden 
4.1 Keimbahntransformation 
4.1.1 Mikroinjektion 
Plasmid- DNA aus einer Midipräp wurde mit sterilem MQ-H2O und Injektionspuffer mit 
Lebensmittelfarbe auf eine Endkonzentration von 400 ng/μl verdünnt und in die 
Polzellregion von männlichen und weiblichen Embryos des Genotyps w1118; ?2-3, ki im 
syncytialen Stadium injiziert. 
30 bis 60 Minuten alte Embryonen wurden von Apfelagarplatten abgesammelt und 
manuell dechorionisiert, getrocknet und mit Voltalef Öl überschichtet. Die 
Injektionslösung wurde bei ~1 bar Druck mit Hilfe schräg abgebrochener 
Injektionskapillaren der Firma Eppendorf injiziert. Die weitere Entwicklung der Embryos 
erfolgte bei 18°C auf Standardmedium. 
4.1.2  Etablierung stabiler transgener Linien 
Nach der Mikroinjektion wurden die überlebenden Larven voneinander getrennt und als 
Adulte mit w1118 rückgekreuzt. Die Tiere der F1-Generation wurden auf die Präsenz des 
mini-white Gens aus dem p-Element untersucht. Fliegen mit mosaikartiger 




Augenpigmentierung wurden verworfen. Um das p-Element zu immobilisieren wurden 
für die folgenden Kreuzungen nur kinked+ Tiere ohne Transposase verwendet. 
Die Fliegen der F1-Generation wurden einzeln mit dem Doppelbalancerstamm w; 
CyO/Sp D3/TM6B gekreuzt. Rotäugige Fliegen, die die Merkmale für die 
Balancerchromosomen CyO und TM6B aufwiesen wurden nochmal mit  w; CyO/Sp; 
D3/TM6B gekreuzt. Traten in der nächsten Generation weißäugige Fliegen mit der 
Balancerkombination CyO/Sp; D3 oder TM6B auf war davon auszugehen, dass die 
Insertion auf dem zweiten Chromosom stattgefunden hatte. Analog dazu deuteten 
weißäugige Fliegen mit der Balancerkombination CyO oder ScO; und D3/TM6B auf 
einen Insertionsort auf dem dritten Chromosom hin. 
Nachdem das Chromosom mit der Insertion bekannt war wurden die Linien über CyO 
beziehungsweise TM6B stabilisiert. 
4.2 genetische Methoden 
4.2.1 Gewebsspezifische Überexpression von humanen und Drosophila Genen 
und gewebsspezifische RNA Interferenz 
Bei der gewebsspezifischen Überexpression von Genen beziehungsweise deren cDNAs 
kam das UAS/GAL4- System (Brand und Perrimon, 1993) zum Einsatz. GAL4 ist ein 
Transkriptionsfaktor aus der Hefe, dessen Expression in Drosophila unter der 
transkriptionellen Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors, Enhancers (Enhancer-
Trap) oder beidem steht. GAL4 codiert für einen Transkriptionsfaktor, der an die 
Upstream activating sequence (UAS) bindet und so die Transkription eines von UAS 
downstream gelegenen Zielgens aktiviert. Die Aktivierung der UAS/GAL4 Systems 
erfolgt durch die Kreuzung eines transgenen Gal4 Stamms (Treiberlinie) mit einem 
transgenen UAS-Stamm (Responderlinie). In den Nachkommen wird in allen Zellen, in 
denen GAL4 transkribiert wird das dem UAS nachgeschaltete Gen expremiert. 
Für gewebsspezifisches RNAi Gen silencing wurden analog UAS-RNAi-Konstrukte (Lee 
and Carthew, 2003) exprimiert. 
4.2.2 Koexpression mehrerer UAS-Konstrukte 
Für die gleichzeitige Überexpression zweier UAS-Konstrukte (hier: p1, p2), die auf den 
Chromosomen zwei und drei liegen, wurden die beiden p-Elemente unabhängig 
voneinander durch zwei Kreuzungen mit einem Doppelbalancerstamm in zwei separaten 
Linien balanciert. Die Nachkommen aus einer Kreuzung dieser Linien untereinander 
trugen auf dem zweiten und dritten Chromosom die beiden p-Elemente (Abbildung 13). 





Abbildung 13: exemplarisches Kreuzungsschema für Experimente mit doppelter Überexpression.
Nach einer Kreuzung mit einem Treiberstamm überexprimieren die Individuen der 
nächsten Generation beide, den UAS-Sequenzen nachgestellten Gene. 
4.2.3 Meiotische Rekombination von UAS-?-SynA30P und UAS-IR-ple 
Für die meiotische Rekombination von UAS-?-SynA30P und UAS-IR-ple wurden 100 
Jungfrauen des Stammes UAS-IR-ple mit 40 Männchen des Stammes UAS-?-SynA30P 
gekreuzt. Die F1-Generation wurde mit dem Doppelbalancerstamm CyO/ScO; D3/TM3 
gekreuzt(Abbildung 14). 
 
Abbildung 14: Kreuzungsschema für die Rekombination der UAS-?-
SynA30P und UAS-IR-ple- p-Elemente. 
Da sowohl UAS-?-SynA30P als auch UAS-IR-ple heterozygot nur leichte 
Augenpigmentierung zeigen, konnten in der Folgegeneration die Rekombinanten UAS-?-
SynA30P, UAS-IR-ple/TM3 anhand ihrer stärkeren Augenpigmentierung eindeutig 
identifiziert werden. Die gewonnen Rekombinanten wurden über TM3 stabilisiert. 




5. Versuche zu oxidativem Stress, Rotenon und Paraquat 
5.1 Sauerstoffstress 
Drei bis fünf Tage alte Fliegen in einem mit Schlifffett abgedichteten Exsikkator auf 
Drosophilamedium ohne Hefe wurden bei 26°C und 12/12 Stunden Licht-Dunkel 
Rhythmus einer 99,5%igen Sauerstoffatmosphäre ausgesetzt. Der Sauerstoff wurde aus 
einer Druckflasche über eine Hochdruckkapillare in einen Exsikkator eingeleitet und am 
Seitenhahn in eine Waschflasche entlassen. Die Kapillare stellte sicher, dass am  
Exsikkator bei voll geöffneter O2- Druckflasche immer ein fast normobarischer 
Sauerstoffdruck (c.a. 1,1 bar) anlagen. Die Fliegengläser waren mit einem lockeren 
Schaumstoffstopfen verschlossen, um sicherzustellen, dass Innen- und Außenatmosphäre 
am Fliegenglas identisch waren. Die Gläser wurden jeden zweiten Tag erneuert (nach Orr 
et al., 1993). Falls nötig wurde die Überlebensrate pro Messpunkt und Genotyp durch 





Für die Rotenonbehandlung wurde eine 20mg/mlDMSO Rotenon- Stammlösung in einer 
einer 10%igen Saccharoselösung 1:100 zu einer Futterlösung verdünnt. Unbehandelte 
Kontrollgruppen erhielten 10%ige Saccharoselösung ohne Zugabe von Rotenon. 
Drei bis fünf Tage alte Fliegen wurden in Gruppen zu je 20 auf je acht Filterpapiere 
(Durchmesser: 2,7cm; von Schleicher & Schuell) gesetzt, die mit 800μl der Futterlösung 
getränkt waren. Das Experiment erfolgte unter Standardbedingungen. Um Austrocknung 
vorzubeugen und aufgrund der Instabilität des Rotenons wurden alle 48 Stunden 300μl 
einer frisch aus der Stammlösung verdünnten Futterlösung zugegeben. Die 
Überlebensrate wurde wie unter Punkt 5.1 beschrieben berechnet. 
5.3 Paraquat 
Als Futterlösung wurde eine 10%ige Saccharoselösung mit 20mM Paraquat versetzt. 
Unbehandelte Kontrollgruppen erhielten 10%ige Saccharoselösung ohne Zugabe von 
Paraquat. 




Drei bis fünf Tage alte Fliegen wurden in Gruppen zu je 20 auf je acht Filterpapiere 
(Durchmesser: 2,7cm; von Schleicher & Schuell) gesetzt, die mit 800μl der Futterlösung 
getränkt waren. Das Experiment erfolgte unter Standardbedingungen. Alle 48 Stunden 
wurden 300μl der Futterlösung zugegeben. Die Überlebensrate wurde wie unter Punkt 
2.5.1 beschrieben berechnet. 
6. Verhaltensversuche 
6.1 Negative Geotaxis 
Beim negativen Geotaxistest wurde ermittelt, wie schnell die Versuchstiere gegen die 
Schwerkraft klettern konnten. Die Fliegen wurden entweder unter Standardbedingungen 
(siehe Abschnitt 1.5) oder unter Stressbedingungen (siehe Abschnitt 5) gehalten. An den 
Messzeitpunkten wurden 10 Fliegen eines jeden Genotyps je dreimal getestet. Dabei 
wurde die innerhalb eines Zeitraums von 12 Sekunden zurückgelegte Strecke ermittelt. 
Die Geschwindigkeit war dann der Quotient aus der Wegstrecke in cm und der Zeit in 
Sekunden. 




7. Statistische Analysen 
7.1 Deskriptive Statistik 
Fehlerbalken in Diagrammen stellen den mittleren Standardfehler (?n) einer Gruppe von 
Stichproben dar. Er berechnet sich nach 
wobei ? die Standardabweichung und n die Anzahl der Proben darstellt. Die 
Standardabweichung wunde im Programm Microsoft Excel mit der Funktion ‚STABW’ 
bestimmt. 
7.2 Student’s t-Test 
Als Signifikanztest wurde der ungepaarte Student’s t-Test aus den Programmen 
Statistica 6.0 und SigmaPlot 10.0 eingesetzt. Die Signifikanzschwellen wurden wie folgt 
gesetzt: 
p ? 0,05 * (signifikant) 
p ? 0,01 ** (hoch signifikant) 
p ? 0,001 *** (höchst signifikant) 
 
Für die Überprüfung der Zulässigkeit des t-Tests wurde die Normalverteilung der Daten 
überprüft und die errechneten t-Werte mit den experimentellen Freiheitsgraden 








































1. Die Bedeutung von oxidativem Stress im ?-Synuclein- Modell 
Beim Menschen gelten Mutationen im SNCA- Gen als Risikofaktoren für das Auftreten 
der erblichen Variante der PD (Polymeropolous et al., 1997). In Drosophila werden nach 
Expression von ?-Syn und seiner mutanten Formen ?-SynA30P und ?-SynA53T 
altersabhängiger Verlust der Kletterfähigkeit, selektive Degeneration dopaminerger 
Neurone und die Bildung von??-Syn- Aggregaten beschrieben (Feany und Bender, 2000). 
Durch die Überexpression molekularer Chaperone (Auluck et al., 2002), der 
pharmakologischen Stimulation der Hitzeschock-Antwort (Auluck et al., 2004) oder der 
Überaktivierung des Phase II-Entgiftungsweges (Trinh et al., 2008) ist es möglich, in die 
neurodegenerativen Vorgänge einzugreifen und die Toxizität des ?-Synucleins in 
Drosophila drastisch zu reduzieren. 
Oxidativer Stress ist im vergangenen Jahrzehnt immer mehr von der Peripherie ins 
Zentrum der Diskussion über die Ursachen neurodegenerativer Erkrankungen gerückt. 
Schon 1989 postulierten Youdim et al., einen Mechanismus, bei dem die Degeneration 
dopaminerger Neurone durch Metallionen- katalysierte Bildung von reaktiven oxigenen 
Spezies (ROS) ausgelöst wird. 
In Drosophila führen Mutationen in Stressantwort- Genen und die Gabe von Rotenon, 
Paraquat, oder die Haltung in einer 99,5%-igen Sauerstoffatmosphäre zum Verlust 
dopaminerger Neurone und schnell eintretendem Tod (Botella et al., 2004; Birman et al., 
2004; Yang et al., 2005). Diese Erkenntnisse stellen die Basis für eine Theorie dar, nach 
der die Toxizität von ?-Syn zumindest teilweise vom Redoxzustand und der Menge an 
freien Radikalen in den Zellen abhängig sein könnte. Die im Folgenden beschriebenen 
Experimente sollen darüber Aufschluss geben, ob die ?-Syn- induzierte Degeneration 
dopaminerger Neurone in Drosophila durch Faktoren, die die Menge an freien Radikalen 





1.1 Selektive und differentielle Toxizität der ?-Synucleine
Für die Expression von wildtypischem ?-Syn und dessen mutierten Allelen ?-SynA30P 
und ?-SynA53T stehen drei transgene UAS- Linien zur Verfügung (UAS-?-Syn, UAS-?-
SynA30P und UAS-?-SynA53T) (Bonini, 2004). Bei panneuraler Expression können auf 
denaturierenden Westernblots die drei ?-Syn- Formen jeweils als Einzelbande bei ca. 
























Abbildung 15: Expression von ?-Syn im Gehirn von Drosophila: 
A: Westernblot von Kopfextrakten für ?-Syn, ?-SynA30P und ?-SynA53T und nicht- transgene Kontrolle: 
?-Syn: elav-Gal4/y; UAS-?-Syn/+; ?-SynA30P: elav-Gal4/y; UAS-?-SynA30P/+; ?-SynA53T: elav-
Gal4/y; UAS-?-SynA53T/+; elav-Gal4: elav-Gal4/+; W1118: elav-Gal4/y. 
B: Relative ?-Syn- Mengen: ?-Syn: elav-Gal4/y; UAS-?-Syn/+ (n=5); ?-SynA30P: elav-Gal4/y; UAS-?-
SynA30P/+ (n=5); UAS-?-SynA53T: elav-Gal4/y; ?-SynA53T/+ (n=5). Die Werte für ?-Syn wurden als 
Referenz gleich eins gesetzt. 
C: Vergleich der Proteinmengen während der Alterung der Tiere; Genotypen wie oben. 
Da in Drosophila kein intrinsisches ?-Syn Homolog vorkommt (Adams et al., 2000), 
zeigen Kontrolltiere des Genotyps elav-Gal4/y, die kein Transgen exprimieren bei dieser 
Größe erwartungsgemäß keine Bande. Anhand der internen Kontrollfärbung gegen Actin 





verschiedenen UAS-?-Syn- Konstrukte in ähnlichen Proteinmengen resultiert (Abbildung 
15B). Auch während des Alterungsprozesses bleibt die Expression stabil. Bei keinem der 
Genotypen ist in gealterten Tieren ein Rückgang der panneuralen ?-Syn- Mengen im 
Vergleich zu jungen Tieren desselben Genotyps feststellbar (Abbildung 15C). 
Die panneurale Expression von ?-Syn führt zu altersabhängiger Neurodegeneration. Die 
Analyse von Gehirnschnitten zeigt jedoch, dass nicht alle Zellen in gleichem Maße 
betroffen sind. Der Großteil des Gehirns zeigt keine Anzeichen einer Schädigung durch 
?-Syn. Lediglich bestimmte Bereiche und Zellgruppen scheinen für die Toxizität anfällig 
zu sein (Abbildung 18A). Nur in diesen Bereichen konnte in gealterten Fliegen, die 
panneural ?-SynA30P oder ?-SynA53T exprimieren apoptotischer Zelltod nachgewiesen 
werden (Abbildung 18B, C). Dies zeigt, dass manche Zelltypen im Gehirn von 
Drosophila sensitiver gegenüber der Expression von ?-SynA30P beziehungsweise ?-
SynA53T sind als andere Zelltypen. Zwar können anhand von Semi- und 
Ultradünnschnitten nur eingeschränkte Aussagen über die Identität der betroffenen Zellen 
gemacht werden, jedoch ist es möglich, dass es sich bei den beobachteten apoptotischen 
Zellen unter Umständen tatsächlich um dopaminerge Neurone handelt und diese auch 
sensitiver gegenüber der ?-Syn- Expression sind als andere Neurone. 
Um diese Annahme zu überprüfen, wurden die Auswirkungen einer Th-Gal4- 
getriebenen ?-Syn-, ?-SynA30P- und ?-SynA53T- Expression in dopaminergen und eine 
pdf-Gal4- getriebenen Expression von ?-SynA30P in den kleinen ventralen Lateralen 
Neuronen (sLNv) getrennt voneinander untersucht und der jeweils daraus resultierende 
Zellverlust quantifiziert. In dopaminergen Neuronen führt die Expression aller ?-Syn- 
Formen zu fortschreitender Degeneration dieser Zellen (Abbildung 16). Fliegen, die die 
wildtypische ?-Syn- Form exprimieren zeigen nach 40 Tagen einen Verlust von ca. 20% 
der dopaminergen Neurone. Die Expression von ?-SynA30P oder ?-SynA53T führt im 
selben Zeitrahmen zu Zellverlusten von bis zu 45% (?-SynA30P) beziehungsweise 35% 
(?-SynA53T). Da die Expression von UAS-?-SynA30P und UAS-?-SynA53T 
vergleichbare Proteinmengen produzieren, ist es wahrscheinlich, dass die stärkere 
Toxizität auf die durch Mutationen induzierten Aminosäureaustausche zurückgeführt 
werden kann.  
Die Expression von ?-SynA30P, welches in dopaminergen Neuronen die stärkste 





sind alle sLNv eindeutig zu identifizieren und zeigen keine Anzeichen von Degeneration 
(Abbildung 17). 






















Abbildung 16: Verlust dopaminerger Neurone durch die 
Expression von ?-Syn, ?-SynA30P und ?-SynA53T mit Th-
Gal4: Kontrolle: UAS-Stinger; Th-Gal4, (n=6), ?-Syn: UAS-
Stinger; Th-Gal4/UAS-?-Syn (n=6); ?-SynA30P: UAS-Stinger; 
Th-Gal4/UAS-?-SynA30P (n=6); ?-SynA53T: UAS-Stinger; Th-
Gal4/UAS-?-SynA53T (n=6). Die Fehlerbalken repräsentieren 
den mittleren Standardfehler. 




















Abbildung 17: Expression von ?-SynA30P in den sLNv: 
Kontrolle: Pdf-Gal4; UAS-DsRed (n=5); A30P: Pdf-Gal4; UAS-
DsRed/UAS-?-Syn(A30P), (n=7). Die Fehlerbalken 
repräsentieren den mittleren Standardfehler.  
Im Gegensatz zu dopaminergen Neuronen scheint die Expression von ?-Syn in anderen 
neuronalen Zelltypen nicht toxisch zu sein. Auch die zuvor beschriebene, ?-Syn- 
induzierte Degeneration des visuellen Systems (Feany und Bender, 2000) konnte mit 





impliziert, dass in dopaminergen Neuronen ein spezifisches Milieu herrscht, durch das ?-












Abbildung 18: Neurodegeneration bei panneuraler Expression von ?-SynA30P und ?-SynA53T: 
A Horizontaler, Toluidinblau gefärbter Semidünnschnitt durch den caudalen Teil des Gehirns einer 25 Tage 
alten Fliege des Genotyps elav-Gal4/y; UAS-?-SynA30P. Trotz panneuraler Expression von ?-SynA30P 
zeigt in dieser Schnittebene nur ein bilateraler Zellcluster Apoptose (Pfeile). 
B: Elektronenmikroskopische Aufnahme des caudalen Teils des Gehirns einer Fliege desselben Genotyps 
und Alters: apoptotische Nervenzelle (dicker Pfeil).und deformiertes Mitochondrium (dünner Pfeil). 
C: Elektronenmikroskopischer Schnitt durch den caudalen Teil des Gehirns einer 40 Tage alten Fliege des 
Genotyps elav-Gal4/y; UAS-?-SynA53T : apoptotische Zelle (dicker Pfeil) und deformierte Mitochondrien 
(dünne Pfeile). 





1.2 Auswirkungen von oxidativem Stress auf die ?-Syn- Toxizität 
Hyperoxie löst in Drosophila allgemeine Neurodegeneration aus (Botella et al., 2004). 
Eine theoretische Erklärung für die spezifische Degeneration dopaminerger Neurone bei 
der sporadischen PD wäre, dass das dopaminerge System gegenüber oxidativen Schäden 
anfälliger ist als andere neuronale Systeme (Yu et al., 2005). Um diese Hypothese zu 
überprüfen, wurde untersucht, ob in Drosophila dopaminerge Neurone erhöhte 
Sensitivität gegenüber oxidativem Stress zeigen. Wiederum wurde die Sensitivität des 







































Abbildung 19: Auswirkungen von oxidativen Stress auf dopaminerge Neurone und sLNvs: 
A: Stinger GFP- markierte Zellkerne dopaminerger Neurone im Gehirn von Drosophila, die unter 
Standardbedingungen und 
B: sieben Tage in einer 99,5%-igen Sauerstoffatmosphäre gehalten wurden. 
C: Durchschnittliche Anzahl dopaminerger Neurone in unbehandelten (Kontrolle (n=9)) und O2- begasten 
(4 Tage (n=9), 7 Tage Hyperoxie n=9)) Fliegen. Genotyp: UAS-Stinger; Th-Gal4. 
D: Durchschnittliche Anzahl sLNvs in unbehandelten (Kontrolle (n=8)) und O2- begasten (4 Tage (n=8), 7 
Tage Hyperoxie n=8)) Fliegen. Genotyp: Pdf-Gal4; UAS-DsRed. 
Schon nach vier Tagen unter Hyperoxie ist Degeneration dopaminerger Neurone 
feststellbar, bis nach sieben Tagen in der 99,5%-igen Sauerstoffatmosphäre der Tod der 
Tiere eintritt, degenerieren ca. 35% der Neurone. sLNvs hingegen tolerieren Hyperoxie 





sterben, ist kein Verlust von sLNvs feststellbar (Abbildung 19). Genau wie bei den 
Experimenten zur ?-Syn- Toxizität zeigen dopaminerge Neurone unter Hyperoxie höhere 
Anfälligkeit als sLNvs. 
Um zu bestätigen, dass die oxidativen Schäden tatsächlich für die Degeneration der 
dopaminergen Neurone verantwortlich sind, wurde getestet, ob auch ein Ausfall der 
Stressantwort durch eine Mutation im Gen sniffer (sni) (Botella et al., 2004) zur 





















Abbildung 20: Der Verlust von sniffer führt zur 
Degeneration dopaminerger Neurone: Kontrolle: UAS-
Stinger; Th-Gal4, (n=4), sni1: UAS-Stinger; Th-Gal4 (n=6); Die 
Fehlerbalken repräsentieren den mittleren Standardfehler. 
Im Alter von 25 Tagen geht die Anzahl der dopaminergen Neurone von Fliegen, die die 
sni1- Mutation tragen um durchschnittlich 45% zurück (Abbildung 20). Die Ergebnisse 
dieses Tests zeigen, dass Fliegen, deren Toleranz gegenüber oxidativem Stress stark 
reduziert ist, ebenfalls dopaminerge Neurone verlieren. 
Da also sowohl ?-Syn- Expression als auch oxidative Schäden zu Degeneration 
dopaminerger Neurone führen, stellt sich die Frage, ob sie in beiden Fällen auf demselben 
grundlegenden Mechanismus beruht. Um zu überprüfen, ob auch die Toxizität von ?- 
Syn auf die verstärkte Akkumulation oxidativer Schäden an dopaminergen Neuronen 
zurückgeführt werden könnte, wurde untersucht, ob sich die ?-Syn- Toxizität unter 
oxidativen Bedingungen verändert. Dopaminerge Neurone, in denen unter Hyperoxie ?-
SynA30P oder ?-SynA53T exprimiert wird, degenerieren schneller, als Neurone, die 
kein, oder die wildtypische ?-Syn- Form exprimieren. Die letzteren zeigen nach sieben 
Tagen Begasung einen ca. 30%-igen Rückgang der Neuronenzahlen. In Fliegen, die die 





dopaminergen Neurone früher und in größerer Zahl ab. Schon nach vier Tagen unter 
Hyperoxie sind jeweils ca. 45% der dopaminergen Neurone abgestorben. In den 
folgenden drei Hyperoxie- Tagen setzt sich der Verlust noch bis auf ca. 55% bei 
Expression von ?-SynA30P beziehungsweise bis auf ca. 50% bei Expression von ?-
SynA53T fort (Abbildung 21). Daraus kann gefolgert werden, dass durch Mutationen in 
SNCA entweder die Stressbelastung dopaminerger Neurone erhöht, beziehungsweise, 
dass oxidativer Stress die Toxizität von ?-SynA30P und??-Syn53T verstärkt. 




















Abbildung 21: Verlust dopaminerger Neurone unter 
Hyperoxie bei gleichzeitiger Expression von ?-Syn, ?-
SynA30P oder ?-SynA53T: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-
Gal4/+, (n=6), ?-Syn: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-Syn 
(n=6); ?-SynA30P: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P 
(n=6); ?-SynA53T: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA53T 
(n=6). Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler.
Im Umkehrschluss würde dies bedeuten, dass es möglich sein könnte ?-Syn zu 
detoxifizieren, indem man versucht, die Mengen zytosolischer ROS zu reduzieren oder 
oxidative Schäden an Proteinen und Fetten zu reparieren. Eine geeignete Vorgehensweise 
dafür ist die Expression zytosolischer Radikalfänger (Parkes et al., 1998) oder die 





1.3 Modifikation der ?-SynA30P Toxizität 
1.3.1 Reparatur oxidativer Schäden 
Das Gen sni codiert für ein Enzym mit Carbonylreduktase- Aktivität. Fliegen, die eine 
Mutation in sni1 tragen haben eine verkürzte Lebenserwartung und zeigen nach 25 Tagen 
Alterung erhebliche Neurodegeneration. Unter oxidativem Stress ist ihre 
Lebenserwartung im Vergleich zu Kontrolltieren um 2/3 reduziert. Die ubiquitäre oder 
panneurale Überexpression von sni im sni1- Hintergrund rettet sowohl die 
Lebenserwartung unter Sauerstoffstress als auch die Neurodegeneration im Gehirn 
gealterter Fliegen. Außerdem führt die Überexpression von sni in Tieren ohne 
Hintergrundmutation zu einer Verdoppelung der Lebenserwartung unter Sauerstoffstress 
(Botella et al., 2004) 
Darum ist es interessant, die Auswirkungen einer sni- Überexpression auf die Toxizität 
von ?-SynA30P zu untersuchen. Durch die Koexpression von sni (UAS- Sni) und 
SynA30P cDNAs kann getestet werden, ob sni als Komponente zellulärer 




















?-SynA30P + Sni 
 
Abbildung 22: Effekt der Sni- Überexpression auf die 
Degeneration dopaminerger Neurone durch ?-SynA30P: 
Kontrolle: UAS-Stinger; Th-Gal4, (n=5), ?-SynA30P: UAS-
Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P (n=6); ?-SynA30P + Sni: UAS-
Stinger/UAS-Sni; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P (n=6). Die 
Fehlerbalken repräsentieren den mittleren Standardfehler.
Fliegen des Genotyps UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P zeigen schon im Alter von 
fünf Tagen Verlust dopaminerger Neurone. Die Degeneration setzt sich mit 
zunehmendem Alter fort. Nach 40 Tagen sind in diesem Fall 40% der Zellen nicht mehr 





noch keine Schäden am dopaminergen Netzwerk zeigen, nimmt die Neurodegeneration 
mit zunehmendem Alter dieselben Ausmaße an, wie in Fliegen die sni nicht 
überexprimieren (Abbildung 22). 
Da Sni nicht in der Lage ist, die Neurodegeneration bedeutend zu verlangsamen, ist 
davon auszugehen, dass die Neurodegenration durch ?-SynA30P auf anderen 
Mechanismen als die Neurodegenration durch den Verlust von sni beruht. Es scheint 
nicht ausreichend zu sein, oxidative Schäden erst nach deren Entstehung zu reparieren. 
Eine alternative Strategie zur Abmilderung der Toxizität wäre demnach, oxidative 
Schäden a priori zu vermeiden. 
1.3.2 Entfernung von Superoxidradikalen 
Parkes und Kollegen (1998) gelang es in Drosophila nachzuweisen, dass die 
Überexpression humaner Superoxid Dismutase 1 (hSoD1) in Motoneuronen semiletale 
dSod1- Mutanten rettet und im wildtypischen Hintergrund zu einer 20%-igen 
Verlängerung der Lebenserwartung führt. Außerdem kann so die Stabilität dopaminerger 
Neurone unter Sauerstoffstress verbessert werden (Grießl, 2005). Die schützende 
Wirkung der hSoD1 beruht auf der Umwandlung von Superoxiden in 
Wasserstoffperoxid. 
Durch ein weiteres Koexpressionsexperiment, bei dem ?-SynA30P und hSoD1 
gleichzeitig in dopaminergen Neuronen exprimiert werden, kann überprüft werden, ob 
die Entfernung von ·O2-  auch die Neurotoxizität der ?-SynA30P- Expression eindämmen 
kann. Tiere, die zusätzlich zu ?-SynA30P hSoD1 in dopaminergen Neuronen 
exprimieren, zeigen ein wesentlich geringeres Ausmaß an Neurodegeneration als Fliegen, 
die nur ?-SynA30P exprimieren. Hier führt die Expression von ?-SynA30P nach 40 
Tagen zum Verlust von 42% der dopaminergen Neurone. Bei gleichzeitiger Koexpression 
von hSoD1 ist nach 40 Tagen lediglich ein Verlust von elf Prozent der Neurone 
feststellbar (Abbildung 23). 
Typisch für Drosophila ist das ‚negative Geotaxis’- Verhalten. Darunter versteht man die 
Fähigkeit der Fliegen, sich kletternd gegen das Schwerefeld der Erde fortzubewegen. Das 
Klettern an sich, beziehungsweise die Geschwindigkeit, mit dem dieses Verhalten 
ausgeführt wird, kann als Indikator der neuronalen und allgemeinen Fitness herangezogen 
werden (Arkin et al., 1988). Fliegen verlieren mit zunehmendem Alter ihre 
Kletterfähigkeit. Dieser Verlustprozess wird durch panneurale Expression von ?-
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?-SynA30P + UAS-hSoD1 
***
 
Abbildung 23: Rettung dopaminerger Neurone 
durch die Expression hSoD1: 
A: Gehirn einer 40 Tage alten Fliege des Genotyps 
UAS-Stinge/+r; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P. 
B: Gehirn einer 40 Tage alten Fliege des Genotyps
UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/UAS-?-
SynA30P 
C: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+, (n=6), 
?-SynA30P: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-
SynA30P (n=6); ?-SynA30P + hSoD1: UAS-
Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P 
(n=8). 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. p*** < 0.001. 
Typisch für Drosophila ist das ‚negative Geotaxis’- Verhalten. Darunter versteht man die 
Fähigkeit der Fliegen, sich kletternd gegen das Schwerefeld der Erde fortzubewegen. Das 
Klettern an sich, beziehungsweise die Geschwindigkeit, mit dem dieses Verhalten 
ausgeführt wird, kann als Indikator der neuronalen und allgemeinen Fitness herangezogen 
werden (Arkin et al., 1988). Fliegen verlieren mit zunehmendem Alter ihre 
Kletterfähigkeit. Dieser Verlustprozess wird durch panneurale Expression von ?-
SynA30P beschleunigt (Feany und Bender, 2000). 
Der protektive Effekt der hSoD1 wird auch bei der Bestimmung der 
Klettergeschwindigkeit deutlich. Die Koexpression von hSoD1 führt auch nach 35 Tagen 
?-SynA30P- Expression zur Aufrechterhaltung der Kletterfähigkeit. 35 Tage alte Fliegen 
des Genotyps UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P schneiden sowohl im 
Vergleich mit Tieren des Genotyps UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P als auch im 





24). Zu Beginn des Alterungsexperiments klettern die Fliegen aller Genotypen schneller 
als 1 cm/s. Nach 25 Tagen Alterung sind erste Unterschiede erkennbar. 


























Abbildung 24: Rettung des negativen Geotaxis- Verhaltens 
durch hSoD1: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+, (n=30), ?-
SynA30P: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P (n=30); ?-
SynA30p + hSoD1: UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/UAS-?-
SynA30P (n=30). Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. p* < 0.05; p** < 0.01.
Nun erreichen die Kontrolltiere noch eine Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,67 cm/s. 
Und Tiere, der ?-SynA30P– Gruppe, eine Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,52 cm/s. 
Schon zu diesem Zeitpunkt ist bei Tieren, die ?-SynA30P und hSoD1 koexprimieren eine 
höhere Durchschnittsgeschwindigkeit zu beobachten. Nach 35 Tagen ist dieser 
Unterschied wesentlich deutlicher ausgeprägt. Tiere der Kontrollgruppe und Tiere, die ?-
SynA30P exprimieren zeigen mit Klettergeschwindigkeiten von 0,17 cm/s 
beziehungsweise 0,05 cm/s fast kein negatives Geotaxis- Verhalten mehr. Im Gegensatz 
dazu sind Tiere, die ?-SynA30P und hSoD1 koexprimieren selbst im Alter von 35 Tagen 
noch relativ mobil und erreichen eine Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,46 cm/s. Es ist 
zu beachten, dass, durch die Expression von ?-SynA30P unter der transkriptionellen 
Kontrolle von Th-Gal4 zwar ein tendenzieller, jedoch nicht signifikanter Unterschied zur 
Kontrollgruppe zu beobachten ist. Dies stellt eine Diskrepanz zu den histologischen 
Daten zur Neurodegeneration dar. Ein Grund dafür könnte sein, dass die Genauigkeit der 
negativen Geotaxis- Methode aufgrund unkontrollierbarer Sekundäreinflüsse nicht 
ausreicht. Die starke Ausprägung des Rettungseffekts kann unter Umständen auf die 
unspezifische Expression des UAS-hSoD1- Konstrukts zurückgeführt werden, welche 





   
Abbildung 25: RT-PCR der hSoD1 m-RNA in Larven: In Tieren ohne Gal4-
Treiber ist die hSoD1- mRNA nach 45 PCR-Zyklen nachweisbar. Kontrolle: w1118; + 
Gal4: UAS-hSod1; Actin-Gal4; - Gal4: UAS-hSoD1.
Durch RT-PCR- Analysen (Abbildung 25) kann das hSoD1- Transkript auch in 
heterozygoten UAS-hSoD1- Fliegen ohne Gal4- Treiber nachgewiesen werden. Es ist 
davon auszugehen, dass der beobachtete Effekt bei der negativen Geotaxis auf die 
unspezifische Expression der hSoD1 in verschiedenen Organen, jedoch nicht auf 
Vorgänge in dopaminergen Neuronen zurückzuführen ist. Diese Beobachtungen werfen 
die Frage auf, ob Experimente zur negativen Geotaxis in diesem speziellen Fall 
tatsächlich für die Analyse des neuronalen Status geeignet sind, oder ob sie nicht eher die 
Gesamtfitness der Fliege wieder spiegeln. 
Wie bei allen Rettungsexperimenten bei denen die negativen Auswirkungen der 
Expression eines Konstrukts durch die Expression eines zusätzlichen Konstrukts 
aufgehoben wird, stellt sich allerdings noch die Frage, ob die Abschwächung der 
Neurotoxizität des ?-SynA30P wirklich auf der Aktivität der hSoD1 beruht, oder ob 
durch die Expression des zusätzlichen UAS-hSoD1- Konstrukts nicht etwa die Expression 
des UAS-?-SynA30P durch eine Titration von Gal4 verringert wird. Auf transkriptioneller 
Ebene sind jedoch keine Expressionsunterschiede erkennbar (Abbildung 26). UAS-a-
SynA30P wird in Fliegen, die zwei beziehungsweise drei UAS- Konstrukte tragen mit 
derselben Effizienz abgelesen. Im Endeffekt bedeuten diese Ergebnisse sowohl, dass die 
beobachtete Rettung dopaminerger Neurone auf der Aktivität der hSoD1 beruht, als auch, 
dass die ?-SynA30P- Toxizität tatsächlich vom Spiegel zytosolischer Superoxidradikale 
abhängig ist. Dies erklärt allerdings nicht, warum ausgerechnet dopaminerge Neurone in 
Drosophila erhöhte Sensitivität gegenüber der Expression von ?-SynA30P und ?-
SynA53T zeigen. 
45 Zyklen34 Zyklen























Abbildung 26: qRT-PCR-Analyse der relativen Expression von 
?-SynA30P: UAS-hSoD1 + UAS-?-SynA30P: UAS-Stinger/UAS-
hSoD1; Th-Gal4/UAS-a-SynA30P; UAS-?-SynA30P: UAS-
Stinger/+; Th-Gal4/UAS-a-SynA30P. 
Aus den bisherigen Ergebnissen und in Kenntnis der Tatsache, dass in diesen Neuronen 
als Nebenprodukte des DA- Stoffwechsels durch autooxidative Vorgänge endogene ROS 
entstehen (Graham, 1978), lässt sich eine bestechend einfache Hypothese zur 
Begründung der erhöhten Sensitivität dopaminerger Neurone gegenüber ?-SynA30P 
formulieren: Da ?-SynA30P durch die Entfernung freier Radikale weitgehend 
detoxifiziert wird, besteht die Möglichkeit, dass der DA- Stoffwechsel selbst eine 
wichtige Rolle für die selektive Toxizität von ?-Syn spielen könnte. 
1.3.3 Dopamin- Depletion 
Das Gen pale (ple) codiert für das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) (Neckameyer und 
White, 1993), welches den ersten Schritt der Catecholaminsynthese in cholinergen 
Neuronen katalysiert. Dabei wird L- Tyrosin in Dihydroxiphenylalanin (L-DOPA) 
umgewandelt (Nagatsu et al., 1964). L-DOPA, Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin 
können durch Autooxidationsvorgänge zu toxischen Neuromelaninvorläufern, den 
DOPA- und DA- Quinonen reagieren (Graham, 1978). 
Um zu klären, ob L-DOPA und DA, beziehungsweise deren Derivate ein relevanter 
Faktor der Hypersensitivität dopaminerger Neurone gegenüber oxidativem Stress sind, 






1.3.3.1 Fliegen mit reduzierter DA Produktion 
Das Gen pale wird sowohl während der Entwicklung als auch in Adulten im ZNS und der 
Kutikula exprimiert. Eine homozygote Mutation von pale führt bei Drosophila zu 
larvaler Letalität, Neben dem Einsatz von Nullmutanten steht die Methode der RNA- 
Interferenz zur Verfügung, die die Expression eines Gens zwar nicht immer terminieren, 
jedoch drastisch reduzieren kann.
In Drosophila ist das Silencing von pale letal. Trotzdem können durch die richtige 
Kombination von pale- RNAi- Konstrukt (UAS-IR-ple) und Treiberlinie lebendige 
Nachkommen erzeugt werden (Tabelle 8): Die ubiquitäre Expression unter der 
transkriptionellen Kontrolle des actin- Promotors ist während der Entwicklung letal 
(UAS-IR-ple/Actin-Gal4). Wird das pale- RNAi Konstrukt panneural mittels des elav-
Gal4-Treibers getrieben, entwickeln sich die Fliegen allerdings zu lebensfähigen Adulten. 
Interessanterweise führt das Silencing von pale unter transkriptioneller Kontrolle des 
pale- Promotors (Th-Gal4/UAS-IR-ple und UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-IR-ple) nicht zu 
larvaler Letalität. Erst die zusätzliche Überexpression des Enzyms Dicer II (UAS-





UAS-IR-ple/Actin-Gal4  larval letal ubiquitär 
elav-gal4; UAS-IR-ple lebensfähig panneural 
Th-Gal4/UAS-IR-ple lebensfähig dopaminerge Neurone, Epidermis 
UAS-Stinger; Th-
Gal4/UAS-IR-ple




Männchen zu ~95% letal 
dopaminerge Neurone, 
Epidermis 
Tabelle 8: Überlebensfähigkeit der F1-Generationen von IR-ple- Fliegen nach Kreuzung 
mit verschiedenen Treiberlinien. 
Die Th-Gal4 getriebene, unverstärkte pale- RNA- Interferenz löst jedoch weit reichende 






1.3.3.2 Auswirkungen des pale- Silencings 
Die verschiedenen Drosophila- Melanine sind Catecholaminderivate die aus DOPA- und 
DA- Quinonen gebildet werden. Melanine sind im Tier- und Pflanzenreich und auch bei 
Pilzen weit verbreitet und dienen unter anderem dem Schutz vor ionisierender Strahlung 
(Ruan et al., 2004). Schlüsselgene für die Umwandlung in die verschiedenen 
Melaninsorten und deren Verteilung sind die Gene yellow-f, yellow-f2 (Han et al., 2002) 
und ebony (Wittkopp et al., 2002). Die Melaninsynthese ist jedoch primär von der 
Aktivität der TH abhängig, da diese die Edukte der nachfolgenden Reaktionskaskaden 
liefert. 
Der Drosophila melanogaster Wildtyp zeigt ausgeprägte braun-schwarze 
Körperpigmentierung (melanogaster, lat.: „schwarzbäuchig“). Im Gegensatz dazu ist bei 
Fliegen des Genotyps UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple eine drastisch reduzierte 
Körperpigmentierung zu beobachten (Abbildung 27). 
 
Abbildung 27: Verlust der Pigmentierung: 
Rechts: Kontrolltier UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+ 
Links: pale- Silencing unter der Kontrolle von Th-
Gal4: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple 
Konkret ist die Kutikula von Kopf, Thorax, Beinen, Halteren und der 
Abdominalsegmente A1 bis A4 unpigmentiert, die Segmente A5 bis A8 zeigen eine 
leichte, graubraune Färbung. Die fehlende Pigmentierung ist ein eindeutiges Indiz für 
eine drastische Reduktion der Melaninmengen in der Kutikula der Fliegen und deutet 
darauf hin, dass der Knockdown von ple in der Epidermis hoch effektiv ist. 
Diese Annahme bestätigt sich durch die Analyse der mRNA-Mengen von pale. Diese 
sind schon während der Entwicklung bis unter die Nachweisgrenze einer Standard- RT-
PCR reduziert (Abbildung 28A). Das pale- Transkript ist in Larven von Kontrolltieren 
(UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+) ab 25 PCR-Zyklen nachweisbar, während aus Larven, die 
das pale-RNAi- Konstrukt exprimieren (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple) auch nach 





Da bei der Analyse ganzer Larven die Gefahr besteht, dass eine eventuell stattfindende 
Restexpression im Gehirn maskiert sein könnte, müssen die Transkriptionsanalysen auf 
vollständig entwickelte Tiere ausgeweitet werden. Diese ergeben, dass das Silencing auch 
im Gehirn adulter Tiere hoch effektiv ist (Abbildung 28 C). Bei Expression des pale- 
RNAi- Konstrukts unter der transkriptionellen Kontrolle des pale- Promotors ist die 
Transkriptmenge um 82% reduziert. Wird die Expression unter Kontrolle des elav- 
Promotors auf neuronales Gewebe eingegrenzt, so liegt die Effizienz bei 84%. Da die 
Expression des RNAi- Konstrukts mit Th-Gal4 respektive elav-Gal4 zu ähnlichen 
Ergebnissen führt, kann davon ausgegangen werden, dass das Silencing vor allem im 
ZNS stattfindet. 
Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die Reduktion der pale- mRNA effektiv bis auf die 
Proteinebene wirkt. In Köpfen von Fliegen, die das pale- RNAi Konstrukt in 
dopaminergen Neuronen exprimieren, ist die TH- Menge reduziert, während in 























Abbildung 28: pale- Expression in RNAi-Linien: 
A: RT-PCR des pale- Transkripts in Larven: K: UAS-
Stinger; Th-Gal4. IR-ple: UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-
IR-ple. RP49: Amplifikationskontrolle. 
B: Western-Blot Analyse der TH- Menge in Köpfen: IR-
ple, UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple, Kontrolle: 
UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+. 
C: qRT-PCR des pale- Transkripts in Köpfen fünf Tage 
alter Fliegen: relative Expression von pale ohne (- 
RNAi) und mit Expression (+ RNAi) des pale- RNAi- 
Konstrukts. Th-Gal4: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-
ple; elav-Gal4: elav-Gal4/y; (UAS-IR-ple). 
Dieser Befund wird zusätzlich durch immunhistochemische Versuche untermauert: 
Färbungen der Gehirne von Kontrolltieren zeigen TH- Immunreaktivität im Zytoplasma 
dopaminerger Neurone (Abbildung 29A-C), während in Fliegen des Knockdown- Tieren 
die Färbung gegen TH negativ ausfällt (Abbildung 29D-F). 







Abbildung 29: Tyrosin- Hydroxylase- Färbungen an Gehirn-Wholemounts: dopaminerge 
Neurone der PPM1/2- und PPM3- Cluster sind mit zytoplasmatischem GFP markiert (A, D), 
Antikörperfärbung gegen TH (B, E) und Überlagerung der beiden Kanäle (C, F).  
A, B, C: UAS-GFP/+; Th-Gal4/+. 
D, E, F: UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple 
Entscheidend für nachfolgende Experimente ist jedoch nicht die Menge an TH, sondern, 
wie viel Dopamin im Gehirn konkret vorliegt. Um die oben beschriebenen Ergebnisse zu 
verifizieren, ist also eine direkte chromatographische Bestimmung des zellulären 
Dopaminspiegels unerlässlich. Eine Reverse Phase HPLC- Analyse von Köpfen zeigt, 
dass sich die Reduktion von pale- mRNA- beziehungsweise TH- Mengen direkt im 
Dopaminspiegel manifestiert. 
In den Köpfen von Fliegen des Genotyps Th-Gal4; UAS-IR-ple ist die Dopaminmenge im 
Vergleich zu Kontrolltieren um 86% verringert. In überlebenden Tieren, die die 
zusätzliche Koexpression von DicerII überleben, liegt der Dopaminspiegel sogar unter 






















Abbildung 30: DA- Mengen in Köpfen von Fliegen mit normalem 
und unterdrücktem DA- Stoffwechsel: Kontrolle: UAS-
Stinger/UAS-DicII; Th-Gal4/+; IR-ple: UAS-Stinger/+; Th-
Gal4/UAS-IR-ple; DicII + IR-ple: UAS-Stinger/UAS-DicII; Th-
Gal4/UAS-IR-ple (das Experiment wurde von Herrn Dr. Aaron Voigt 
am Universitätsklinikum Göttingen durchgeführt)  
Eine weitere Frage, die in diesem Zusammenhang geklärt werden muss, ist, ob sich die 
dopaminergen Neurone auch unter Silencing von pale normal entwickeln und ein 
dopaminerges System ausbilden, das mit demjenigen der Kontrolltiere vergleichbar ist. 
Wholemount- Präparationen der Gehirne von Fliegen, in denen pale unterdrückt ist, 
zeigen, dass die Tiere ein dopaminerges System mit normaler Zellzahl entwickeln. 
Obwohl keine Schäden oder Entwicklungsfehler am dopaminergen Neuronennetzwerk 
festgestellt werden konnten, sollte an dieser Stelle erwähnt sein, dass durch die 
Suppression von pale in Epidermis und dopaminergen Neuronen die Lebenserwartung 
der Fliegen um ca. 10% abnimmt (siehe Kapitel V.1). 
Die Ergebnisse dieses Abschnitts zeigen, dass durch das Silencing von pale unter der 
Kontrolle des Th-Gal4 Treibers lebensfähige Fliegen mit drastisch reduzierter DA- 
Produktion gezüchtet werden können. Damit steht nun ein neues Modellsystem zur 
Verfügung, mit dem Fragen zur Rolle des DA bei der Degeneration dopaminerger 
Neurone beantwortet werden können. 
1.3.3.3 DA- Abhängigkeit der ?-SynA30P- Toxiziät 
Um zu untersuchen, ob DA ein wichtiger Faktor bei der Toxizität von a-SynA30P ist, 
wurden Fliegen gezüchtet, mit denen zusätzlich zur Expression von ?-SynA30P ein 





Da sowohl Th-Gal4, UAS-?-SynA30P als auch UAS-IR-ple auf dem dritten Chromosom 
lokalisiert sind9, kann die Koexpression erst nach meiotischer Rekombination beider 
Konstrukte vorgenommen werden. Anhand der Augenfarbe können potentielle 
chromosomale Rekombinationen von UAS-?-SynA30P und UAS-IR-ple präselektiert und 
einzeln mit dem Th-Gal4- Treiber gekreuzt werden. Fliegen der F1- Generationen, die 
den beschriebenen Phänotyp (Abbildung 27) zeigen und ?-SynA30P exprimieren 
(Abbildung 31), wurden als Rekombinanten angesehen. 
Abbildung 31: RT-PCR für ?-Syn zur Identifizierung rekombinater 
Fliegen: 
 
100 bp: 100bp Größenmarker 
K: Negativkontrolle: Th-Gal4/UAS-IR-ple 
R: Rekombinante: Th-Gal4/UAS-IR-ple, UAS-?-SynA30P 
 
Die Bande repräsentiert ein ca. 200bp langes Fragment der ?-SynA30P 
mRNA. 


















Abbildung 32: qRT-PCR der relativen Expression von ?-
SynA30P: UAS-?-SynA30P: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-a-
SynA30P; UAS-IR-ple + UAS-?-SynA30P: UAS-Stinger/+; Th-
Gal4/UAS-a-SynA30P, UAS-IR-ple 
Analog zur hSoD1- Koexpression muss überprüft werden, ob die ?-SynA30P cDNA in 
den Rekombinanten mit vergleichbarer Effizienz abgelesen wird, wie in nicht- 
rekombinanten Tieren. Die qRT-PCR zeigt aber auch hier, dass hinsichtlich der??-
                                                          
9 Der Datenbankeintrag des Vienna Drosophila Reserch Center (http://stockcenter.vdrc.at/control/product/ 
~VIEW_INDEX=0/~VIEW_SIZE=100/~product_id=3308) gibt zur Linie UAS-IR-ple das zweite 
Chromosom als Insertionschromosom an. Die Bestimmung des Insertionschromosoms, die für diese Arbeit 
durchgeführt wurde, ergab allerdings, dass der Insertionsort auf dem dritten Chromosom liegt. 
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SynA30P- mRNA- Menge keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Genotypen UAS-
Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P und UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple, UAS-?-
SynA30P bestehen?
Nachdem durch Überprüfung von Genotyp und Expressionseffizienz sichergestellt ist, 
dass die gezüchteten Fliegen geeignet sind, um Daten zur ursprünglichen Fragestellung 
nach der Relevanz des DA- Stoffwechsels für die ?-SynA30P- Toxizität zu sammeln, 
kann mit der Untersuchung der Neurodegeneration fortgefahren werden. 
Im Laufe der Alterung verlieren Fliegen, die unter der Kontrolle von Th-Gal4 ?-
SynA30P exprimieren im Vergleich zu den Kontrollen nach drei Tagen ca. 19%, nach 20 
Tagen ca. 40% und nach 35 Tagen ca. 45% ihrer dopaminergen Neurone. Fliegen, in 
denen zusätzlich zur Expression von ?-SynA30P das pale-Silencing durchgeführt wird 
zeigen nach drei Tagen einen vergleichbaren Zellverlust von ca. 15%, jedoch nimmt das 

























Abbildung 33: Rettung dopaminerger Neurone 
durch Silencing von ple: 
A: Gehirn einer 20 Tage alten Fliege des Genotyps 
UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P.
B: Gehirn einer 20 Tage alten Fliege des Genotyps 
UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P, UAS-
IR-ple.
C: Kontrolle: UAS-Stinger; Th-Gal4, (n=6), ?-
SynA30P: UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P
(n=10); ?-SynA30p + IR-ple: UAS-Stinger/+; Th-
Gal4/UAS-?-SynA30P, UAS-IR-ple (n=10). 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. p* < 0.05 
Im Gegensatz zur Koexpression der hSoD1 spiegelt sich dieser Effekt auch vollständig in 
der Kletterfähigkeit der Tiere wieder (Abbildung 34). Nach fünf Tagen klettern die 
Fliegen der drei Genotypen mit einer Geschwindigkeit von ca. 1,2 cm/s. Im Alter von 20 
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Tagen führt die Expression von ?-SynA30P in dopaminergen Neuronen zu einem fast 
vollständigen Verlust der Kletterfähigkeit (v = 0,12 cm/s), während Fliegen mit pale-
Silencing und auch Th-Gal4- Kontrolltiere noch Geschwindigkeiten von 0,34 cm/s 
beziehungsweise 0,48 cm/s erreichen. 


























Abbildung 34: Rettung des negativen Geotaxis- Verhaltens durch 
das Silencing von ple: Kontrolle: UAS-Stinger; Th-Gal4, (n=30), ?-
SynA30P: UAS-Stinger; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P (n=30); ?-
SynA30p + hSoD1: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P
(n=30). Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. p* < 0.05; p** < 0.01 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Toxizität von ?-SynA30P durch die 
Unterdrückung des DA-Stoffwechsels oder die Entfernung zytoplasmatischer ·O2
-
abgemildert werden kann. Im folgenden Abschnitt wird untersucht, ob sich die 
Erkenntnisse aus dem Modell der hereditären PD auch auf sporadische Modelle der PD 
übertragen lassen. 
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2. Bedeutung von oxidativem Stress und Dopamin- Stoffwechsel 
in Modellsystemen der sporadischen Parkinson’schen Krankheit 
In dieser Arbeit wurden Neurodegenerationsmodelle mit den Pestiziden Rotenon und 
Paraquat etabliert und die daraus resultierende Degenration anhand von 
Lebenserwartung, negativem Geotaxis- Verhalten und Bestimmung der 
Degenerationsrate dopaminerger Neurone an Gehirn- Wholemounts quantifiziert. 
2.1 Rotenon und Paraquat als Modelle der sporadischen 
Parkinson’schen Krankheit 
2.1.1 Rotenon- und Paraquatexposition setzen die Lebenserwartung herab 
Männliche w1118 Fliegen, die mit einem Gemisch aus Rotenon und Saccharose gefüttert 
werden, haben eine maximale Lebenserwartung von ca. acht Tagen. Eine Futterlösung 
die mit Paraquat versetzt ist, reduziert die maximale Lebenserwartung auf fünf Tage 
(Abbildung 35). 
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500 µM Rotenon in 10%Saccharose (n=100) 
20 mM Paraquat in 10% Saccharose (n=100)
Abbildung 35: Lebenserwartung von w1118 Männchen unter 
Rotenon und Paraquatstress: LD50 Paraquat= 1,87 Tage, LD50
Rotenon= 3,85 Tage 
Unter normalen Haltungsbedingungen erreichen Männchen des Stammes w1118 ein 
maximales Alter von ca. 70 Tagen. Die Fütterung mit Rotenon führt zu einer 90%-igen, 
die Fütterung mit Paraquat zu einer 95%-igen Verkürzung der Lebenszeit. 
Die Tiere der Kontrollgruppe, die lediglich Saccharose und Wasser aufnehmen, zeigen im 
Beobachtungszeitraum keine erhöhte Mortalitätsrate. Darum kann für nachfolgende 
Experimente davon ausgegangen werden, dass Saccharose als Futter von Fliegen gut 
toleriert wird und daher ihr Einsatz als Kontrollmedium zulässig ist. 
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2.1.2 Rotenon- und Paraquatexposition führen zum Verlust von dopaminergen 
Neuronen im ZNS von Drosophila 
Um zu untersuchen, ob neben der Verkürzung der Lebenserwartung und den 
Verhaltensveränderungen auch Neurodegeneration zu beobachten ist, wurden die 
dopaminergen Neurone in den Gehirnen der Fliegen nach Paraquat- und 
Rotenonbehandlung quantifiziert. 
Nach beiden Behandlungsarten lassen sich Zellverluste am dopaminergen System im 
Gehirn nachweisen(Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Verlust dopaminerger Neurone im Gehirn nach Rotenon- beziehungsweise 
Paraquatbehandlung:
A: acht Tage 10% Saccharose (Kontrolle) 
B: acht Tage 10% Saccharose + 500µM Rotenon 
C: acht Tage 10% Saccharose + 20mM Paraquat 
D: Quantifizierung dopaminerger Neurone: Genotyp: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+. **p < 0,01 
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Konkret nimmt die Anzahl an detektierbaren dopaminergen Neuronen nach achttägiger 
Rotenonbehandlung um 40 % ab, was auch mit bisher veröffentlichten Studien gut 
übereinstimmt (Coulom und Birman, 2004). 
Nach viertägiger Paraquatexposition nimmt die Anzahl der dopaminergen Neurone um 
35% ab. Chaudhuri et al., (2007) beschreiben hierfür einen wesentlich stärker 
ausgeprägten Phänotyp, bei dem nach 24-stündiger Exposition schon 52% der 
dopaminergen Neurone abgestorben waren. Trotz dieser Unterschiede können beide 
Chemikalien als extrinsische Auslöser degenerativer Vorgänge am dopaminergen System 
von Drosophila eingesetzt werden. 
2.1.3 Rotenon- und Paraquatexposition reduzieren die Fähigkeit zur negativen 
Geotaxis
Zusätzlich zur direkten Analyse der dopaminergen Neurone können auch Verhaltenstests 
Aufschluss über den Zustand des zentralen Nervensystems geben. Sowohl Rotenon als 
auch Paraquat führen bei Drosophila zur Reduzierung des negativen Geotaxis- 
Verhaltens (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: Verlust des negativen Geotaxis-Verhaltens während Rotenon- und Paraquatexposition: 
Genotyp: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+
A: 10% Saccharose + 500µM Rotenon 
B: 10% Saccharose + 20mM Paraquat 
Nach 72 beziehungsweise nach 48 Stunden führt die Behandlung zur fast vollständigen 
Bewegungsunfähigkeit. Fünf Tage alte Fliegen des gleichen Genotyps aus der 
unbehandelten Kontrollgruppe zeigen zu diesem Zeitpunkt normales Verhalten. 
Zusammenfassend gilt, dass sowohl Rotenon als auch Paraquat gut geeignet sind, um 
Degenerationsvorgänge an dopaminergen Neuronen zu induzieren. Damit stehen zwei 
Drosophila- Modellsysteme der sporadischen PD zur Verfügung, die für die Suche nach 
Modifikatoren der Neurodegeneration eingesetzt werden können. Die gewählten 
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Paraquat- und Rotenonkonzentrationen lösen deutliche Effekte aus. Alle folgenden 
Experimente wurden unter diesen Bedingungen durchgeführt. 
2.2 Modifikation der Paraquat- Toxizität 
In einigen toxikologischen Studien wird Paraquat als ein selektiver Inhibitor des 
mitochondrialen Komplex I der dopaminergen Neuronen beschrieben 
(McCormack et al., 2002; Cocheme und Murphy, 2007). Dadurch wären diese Zellen der 
verstärkten Produktion von Superoxidradikalen durch die mitochondriale Atmung 
ausgesetzt. Dem folgend ist es nahe liegend, Modifikatoren der Paraquat- Toxizität in 
zellulären Stoffwechselwegen, die für die Entfernung von Superoxiden und anderen 
Radikalen verantwortlich sind, zu suchen. 
2.2.1 hSod1 erhöht die Lebenserwartung unter Paraquatstress
Wie bereits gezeigt, kann hSoD1 dopaminerge Neurone im Drosophila ?-Syn- Modell 
der hereditären PD retten. Darum wurde getestet, ob die Überexpression der hSoD1 die 
Fliegen und ihre dopaminergen Neurone auch vor der Paraquat- Toxizität schützen kann. 
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Abbildung 38: pale-promotorspezifische hSoD1- 
Überexpression im Paraquat- Modell:
A: Lebenserwartung unter 20mM Paraquat: LD50
Kontrolle (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+) = 2,61 Tage; 
LD50 hSoD1 (UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/+) = 
3,76 Tage. 
B: negatives Geotaxis-Verhalten unter 20µM Paraquat: 
Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+; n=30; hSoD1: 
UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/+; n=30. 
C: Degeneration dopaminerger Neurone unter 20µM 
Paraquat: Kontrolle: UAS-Stinger; Th-Gal4, (n=6),:
hSoD1: UAS-Stinger/UAS-hSoD1; Th-Gal4/+ (n=6). 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler.
Durch die Überexpression der hSoD1 mit TH-Gal4 verlängert sich die durchschnittliche 
und maximale Lebenserwartung von drei auf vier, respektive fünf auf sechs Tage 
(Abbildung 38A). Auf das Geotaxis- Verhalten wirkt sich die Expression der hSoD1 
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jedoch nicht vorteilhaft aus. Beide Genotypen verlieren ihre Kletterfähigkeit vollständig 
nach 72 Stunden Exposition. Nach 24 Stunden klettern die Fliegen beider Genotypen mit 
einer Geschwindigkeit von ca. 0,6 cm/s, nach 48 Stunden klettern Fliegen ohne Transgen 
mit einer Geschwindigkeit von 0,41 cm/s sogar noch etwas besser als Fliegen mit 
Transgen, die dann nur noch 0,15 cm/s erreichen (Abbildung 38B). 
Auch die Degenerationsrate der dopaminergen Neurone wird durch hSoD1 nicht 
vermindert. Nach drei Tagen Paraquatstress sind in Fliegen, die hSoD1 exprimieren 20% 
der dopaminergen Neurone abgestorben. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter 
Unterschied zur Kontrolle (Abbildung 38C). Es ist davon auszugehen, dass die 
Verlängerung der Lebenserwartung wiederum eher auf die unspezifische Expression der 
hSoD1 in anderen Teilen des Organismus als auf die gerichtete ektopische Expression 
zurückzuführen ist (siehe Abschnitt 1.3.2). 
2.2.2 Dopamin- Depletion verstärkt die Paraquattoxizität
Wie bereits gezeigt, kann auch die Verringerung der Menge an zellulärem DA eine 
Detoxifierung von ?-SynA30P bewirken. Um zu testen, ob DA auch in sporadischen PD- 
Modellen an Drosophila eine relevante Rolle für die Degeneration dopaminerger 
Neurone spielt, wurden Fliegen mit ple-RNAi- Silencing auf ihre Sensitivität gegenüber 
Paraquat untersucht. 
Die mittlere und maximale Lebenserwartung von Tieren, bei denen das pale- Silencing 
unter der Kontrolle von TH-Gal4 durchgeführt wird, ist unter Paraquatstress im Vergleich 
zu Kontrolltieren mit normaler pale- Expression um ca. einen halben, beziehungsweise 
einen ganzen Tag verkürzt (Abbildung 39A). Auch das Lokomotionsverhalten der pale-
Knockdown- Tiere wird durch Paraquat stärker beeinträchtigt als das der Tiere der 
Kontrollgruppe (Abbildung 39B). Nach eintägiger Exposition erreichen sie lediglich 
durchschnittliche Klettergeschwindigkeiten von 0,24 cm/s, während die Kontrolltiere 
noch in der Lage sind, mit einer Geschwindigkeit von 0,62 cm/s zu klettern. Dieser Effekt 
bleibt auch nach 48 Stunden Expositionszeit erhalten. Nun sind die Knockdown- Tiere 
quasi vollständig narkoleptisch und paralysiert, die Kontrolltiere klettern aber noch mit 
einer Geschwindigkeit von 0,41 cm/s. 
Auch die Degenerationsrate der dopaminergen Neurone wird durch die DA- Depletion 
tendenziell beschleunigt (Abbildung 39C). Nach drei Tagen Paraquat- Exposition sind in 




































































Abbildung 39 pale-promotorspezifisches pale- 
Silencing im Paraquat- Modell:
A: Lebenserwartung unter 20mM Paraquat: LD50
Kontrolle (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+) = 2,61 Tage; 
LD50 IR-ple (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple) = 
2,06 Tage. 
B: negatives Geotaxis-Verhalten unter 20mM Paraquat: 
Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+; n=30: IR-ple: 
UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple: n=30. *p < 0,05 
C: Degeneration dopaminerger Neurone unter 20µM 
Paraquat: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+, (n=8): 
IR-ple: UAS-Stinger/UAS-IR-ple; Th-Gal4/+ (n=8). 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. 
Diese Ergebnisse stellen auf den ersten Blick eine Diskrepanz zu den Resultaten zur ?-
Syn- detoxifizierenden Wirkung der DA- Depletion dar. Theoretisch wäre es allerdings 
auch möglich, dass durch den DA- Mangel in dopaminergen Neuronen im Rahmen einer 
Kompensationsreaktion Mechanismen für die Wiederherstellung des normalen 
zytosolischen DA- Spiegels aktiviert werden. Die Mehrproduktion von DA als ein 
solcher kompensatorischer Mechanismus kann in pale- Knockdown- Fliegen aufgrund 
der eindeutig reduzierten DA- Mengen ausgeschlossen werden. Eine andere Möglichkeit 
den DA-Spiegel zu erhöhen, wäre eine verstärkte Produktion des DA- Transporters 
(DAT, codierendes Gen: fmn), um die Wiederaufnahme von DA aus dem synaptischen 
Spalt zu beschleunigen. 
Um diese Hypothese zu Überprüfen wurden die fmn- mRNA- Mengen in Köpfen von 
Fliegen mit und ohne pale- Silencing verglichen. Das Ergebnis der qRT-PCR zeigt, dass 
fmn im Hintergrund des pale- Silencings ca. fünffach hochreguliert ist (Abbildung 40). 
Da Paraquat möglicherweise via DAT in dopaminerge Neurone transportiert wird 
(Shimizu et al., 2003; Ossowska et al., 2005), erscheint es möglich, dass die stärker 
ausgeprägten degenerativen Phänotypen in pale- Knockdown- Fliegen schlicht durch 
ungleich höhere Paraquat- Belastung entstehen, und der eigentliche Effekt der DA- 




















Abbildung 40: qRT-PCR der relativen Expression von fmn in 
Köpfen bei Silencings von pale: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-
Gal4/+ (n=100); IR-ple: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple 
(n=100) 
Folglich sollte es möglich sein, das Ausmaß der Degeneration durch Manipulation von 
DAT zu modulieren. Darum wurde untersucht, ob eine DAT- Defizienz (fmn-) oder seine 
Überexpression die Lebenserwartung der Tiere oder die ihrer dopaminergen Neurone 
unter Paraquatstress beeinflusst. 
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Abbildung 41: Auswirkungen von fmn-Defizienz und DAT- Überexpression im Paraquat- Modell: 
A: Lebenserwartung unter 20mM Paraquat: LD50 w[*]fmn = 1,21 Tage; LD50 w
1118 = 1,61 Tage; LD50 Th-
Gal4 = 1,72 Tage; LD50 Th-Gal4 ; UAS- dDat = 2,41 Tag. 
B: dDAT- Überexpression mit Th-Gal4 unter 20mM Paraquat: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+,
(n=5): dDAT: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-dDAT (n=7); 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren Standardfehler. 
Fliegen, die Aufgrund einer Mutation in fmn kein DAT produzieren können, leben unter 
Paraquatstress fast zehn Stunden kürzer als Kontrolltiere der w1118 oder Th-Gal4 Stämme. 
Die Überexpression von DAT führt dagegen im Vergleich zu den Kontrollen zur 
Verlängerung der mittleren Lebenserwartung um ca. 17 Stunden (Abbildung 41A). 
Dieses Ergebnis widerspricht obiger Hypothese. Die Degenerationsrate der dopaminergen 
Neurone unter Paraquatstress wird durch die Überexpression von DAT nicht verändert. 
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Die Neurone in Fliegen beider Genotypen degenerieren mit der selben Rate (Abbildung
41B), so dass nach dreitägiger Exposition 21% (Kontrolle), beziehungsweise 24% 
(dDAT) der Neurone abgestorben sind. 
Obwohl das Abfangen von Superoxidradikalen durch hSoD1, als auch die Suppression 
der Produktion toxischer DA- Metabolite durch Silencing von pale im hereditären PD- 
Modell die ?-Syn30P-Toxizität vermindern kann, greifen die protektiven Effekte im 
Paraquatmodell der sporadischen PD nicht. Der Mechanismus mit dem ?-SynA30P
dopaminerge Neurone schädigt, scheint vom Toxizitätsmechanismus des Paraquats 
verschieden zu sein. 
Rotenon und Paraquat produzieren ähnliche degenerative Phänotypen. Allerdings ist der 
Toxizitätsmechanismus des Rotenons im Gegensatz zu demjenigen von Paraquat und ?-
Syn vollständig aufgeklärt. 
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2.3 Modifikation der Rotenontoxizität 
Rotenon kann in alle Zellen eines Organismus eindringen und bewirkt wie Paraquat eine 
systemweite Hemmung des mitochondrialen Komplex I. Dies führt zu drastischer 
Mehrproduktion von Superoxidradikalen, die aus dem mitochondrialen 
Intermembranraum in die mitochondriale Matrix und das Zytoplasma diffundieren. 
HSoD1 könnte auch hier durch das Abfangen von Superoxiden protektiv eingreifen. 
2.3.1 Steigerung der allgemeinen Rotenontoleranz durch hSoD1 
Um zu testen, ob hSoD1 in der Lage ist, die Rotenontoleranz der Fliegen zu erhöhen, 
wurde untersucht, wie sich die Überexpression des Enzyms unter der Kontrolle von Th-
Gal4 auf die Überlebensrate des gesamten Organismus, seiner dopaminergen Neurone 
und das negative Geotaxis Verhalten auswirkt. 
Kontrolltiere ohne hSoD1- Transgen zeigen auf Rotenon eine, für dieses Experiment 
typische mittlere Lebenserwartung von fünf Tagen. Durch die Expression von hSoD1 
unter der Kontrolle von Th-Gal4 kann die mittlere und maximale Lebenserwartung auf 
fünf beziehungsweise zehn Tage verdoppelt werden (Abbildung 42A). Neben der 
Verlängerung der Lebenserwartung behalten die hSoD1- exprimierenden Tiere ebenfalls 
die Fähigkeit zur negativen Geotaxis wesentlich länger. Während die Kontrolltiere ihre 
Kletterfähigkeit innerhalb von 72 Stunden stetig bis zur Inaktivität verlieren (24 Stunden: 
0,2 cm/s, 48 Stunden: 0,05 cm/s, 72 Stunden: 0,03 cm/s), zeigen Tiere mit hSoD1- 
Expression nach derselben Expositionszeit noch eine mittlere Klettergeschwindigkeit von 
0,32 cm/s (Abbildung 42B). 
Beim Vergleich der unbehandelten Kontrollgruppen ist auffällig, dass hSoD1 
exprimierende Tiere durchschnittlich etwas schneller klettern als Tiere die das hSoD1- 
Transgen nicht tragen. In dieser Arbeit wurde schon ein ähnlicher Effekt in den 
Ergebnissen der Experimente zur ?-Syn- Toxizität beschrieben und auf ein ‚leaking’ der 
UAS- hSoD1- Linie zurückgeführt (Kapitel III, Abschnitt 1.3.2). Um zu überprüfen, ob 
die hier beobachteten Rettungseffekte auf spezifischer Expression in dopaminergen 
Neuronen oder anderen Zellen, die im Expressionsbereich von pale liegen, 
zurückzuführen sind wurde nun den Experimenten zur Überlebensrate und negativer 
Geotaxis eine weitere Kontrollgruppe mit heterozygoten UAS-hSoD1– Tieren ohne Gal4-
Treiber hinzugefügt. Aus deren Überlebensraten und Verhalten geht hervor, dass die 
Verbesserung nicht nur auf die Th-Gal4- getriebene Expression zurückgeführt werden 
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kann: Fliegen des Genotyps UAS-hSoD1, die das hSoD1 Transgen ungetrieben tragen 
zeigen ebenfalls eine deutliche Verlängerung der mittleren Lebenserwartung auf acht 
Tage und klettern nach 72 Stunden Expositionszeit noch mit einer mittleren 
Geschwindigkeit von 0,43 cm/s. Diese Beobachtung an den ungetriebenen Kontrollen ist 
höchstwahrscheinlich genauso auf das ‚leaking’ der UAS-hSoD1 Linie zurückzuführen. 
A
Tage
















100 Kontrolle (n=350) 
hSoD1 (n=500) 
hSoD1 -Gal4 (n=120) 
 B 













































Abbildung 42: pale-promotorspezifische hSoD1- 
Überexpression im Rotenon- Modell: 
A: Lebenserwartung unter 500µM Rotenon. LD50
Kontrolle (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+) = 5,06 Tage; LD50
hSoD1 (UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-hSoD1) = 9,92 
Tage; LD50 UAS-hSoD1 – Gal4 (UAS-hSoD1/+) = 8,34 
Tage. 
B: negatives Geotaxis-Verhalten unter 500µM Rotenon. 
Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+: n=30; hSoD1: 
UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-hSoD1: n=30. UAS-
hSoD1 – Gal4 (UAS-hSoD1/+): n=30. **p < 0,01, ***p < 
0.001
C: Degeneration dopaminerger Neurone unter 500µM 
Rotenon: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+, (n=8): 
IR-ple: UAS-Stinger/UAS-IR-ple; Th-Gal4/+ (n=8). 
Die Fehlerbalken repräsentieren den mittleren 
Standardfehler. 
Obwohl die beschriebenen Experimente zeigen, dass die generelle Präsenz der hSoD1 in 
der Fliege ausreicht, um eine allgemeine Steigerung der Rotenontoleranz zu bewirken, 
werden die dopaminergen Neurone nicht vollständig vor den Auswirkungen der Toxizität 
des Rotenons geschützt. 
Sechstägige Rotenonbehandlung führt bei den Kontrolltieren zu einem Verlust von 40% 
der dopaminergen Neurone. Dopaminerge Neurone, die hSoD1 exprimieren, 
degenerieren etwas langsamer. Nach derselben Expositionszeit sind dann erst 30% der 
Zellen abgestorben. Jedoch ist die Abnahme der Degenerationsrate so gering, dass hier 
lediglich von einem tendenziellen Effekt gesprochen werden kann. Der gemessene 
Unterschied erreicht keine statistische Signifikanz (Abbildung 42C). 
Allerdings kann aufgrund der unspezifischen, aber trotzdem deutlichen Rettung der 
Lebenserwartung und des negativen Geotaxis Verhalten durchaus davon ausgegangen 
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werden, dass die Entfernung von Superoxidradikalen der Rotenon- Toxizität 
entgegenwirkt. Dopaminerge Neurone werden auch, allerdings in geringerem Maße, 
geschützt. Dies bestätigt zum einen die höhere Sensitivität dopaminerger Neurone 
gegenüber oxidativem Stress und führt gleichzeitig zu der Überlegung, ob sich diese 
Zellen durch Silencing des DA- Stoffwechsel in einen Status versetzen lassen, in dem sie 
die Überproduktion der Superoxidradikale besser tolerieren können. 
2.3.2 Dopamin- abhängige Rotenonsensitivität dopaminerger Neurone 
Fliegen mit reduziertem DA- Spiegel zeigen keine allgemein erhöhte Resistenz 
gegenüber oxidativem Stress. Allerdings kann das Silencing des DA- Stoffwechsels die 
Toxizität von ?-SynA30P verringern. Darum wurde untersucht, ob dieser Mechanismus 
auch bei der Degeneration dopaminerger Neurone unter Rotenonstress greift. 
Wird das UAS-IR-ple Konstrukt mit Th-Gal4 getrieben, so verlängert sich die mittlere 
Lebenserwartung der Tiere um ca. 44% von viereinhalb auf über sechs Tage. Durch 
panneurales pale- Silencing kann die mittlere Lebenserwartung der Fliegen sogar von ca. 
siebeneinhalb auf über elf Tage verlängert werden (Abbildung 43A, B). Da männliche 
Fliegen des elav-Gal4 Treiberstamms offensichtlich erhöhte Rotenontoleranz aufweisen, 
ist zwar auch davon auszugehen, dass dieser relativ große Effekt zum Teil auf den 
genetischen Hintergrund zurückgeführt werden muss; trotzdem zeigt das Experiment, 
dass allein die neuronale Expression des UAS-IR-ple- Konstrukts ausreicht, um die 
Lebenserwartung der Fliegen zu erhöhen. Dies ist ein starkes Indiz dafür, dass die 
Lebensverlängerung bei der Expression mit Th-Gal4 tatsächlich auf neuronalen, und 
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Abbildung 43: Lebenserwartung und negatives 
Geotaxis Verhalten von Fliegen mit reduziertem 
Dopaminstoffwechsel unter Rotenonstress:
A: Lebenserwartung unter 500µM Rotenon bei Silencing 
unter der Kontrolle von Th-Gal4: LD50 IR-ple: (UAS-
Stinger; Th-Gal4/UAS-IR-ple) = 4,33 Tage; LD50 hSoD1 
(UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple) = 6,12 Tage 
B: Lebenserwartung unter 500µM Rotenon bei Silencing 
unter der Kontrolle von elav-Gal4: LD50 Kontrolle (elav-
Gal4/y) = 7,60 Tage; LD50 IR-ple (elav-Gal4/y; UAS-IR-
ple/+) = 11,10 Tage 
C: negatives Geotaxis-Verhalten unter 500µM Rotenon 
bei Silencing unter der Kontrolle von Th-Gal4: Kontrolle: 
UAS-Stinger; Th-Gal4; n= 30; IR-ple: UAS-Stinger; Th-
Gal4/UAS-IR-ple n= 30. 
Der Verlust des negativen Geotaxis- Verhaltens unter Rotenonstress scheint durch die 
DA- Depletion allerdings nicht beeinflusst zu werden. Die Tiere beider Genotypen 
verlieren ihre Kletterfähigkeit im Laufe von drei Tagen (Abbildung 43C). 
Jedoch spiegelt sich die spezifische Verlängerung der Lebenserwartung in der 
Degenerationsrate der dopaminergen Neurone wieder (Abbildung 44). Dopaminerge 
Neurone von Fliegen mit unterdrückter DA- Produktion degenerieren unter Rotenonstress 
langsamer als die dopaminergen Neurone von Kontrolltieren. Während in den Tieren der 
Kontrollgruppe nach sechs Tagen Rotenonbehandlung 39% der dopaminergen Neurone 
sterben, sind im selben Zeitraum in Fliegen, die das UAS-IR-ple- Konstrukt 
überexprimieren, erst 20% der Zellen abgestorben. 
Dies zeigt, dass die Sensitivität dopaminerger Neurone gegenüber Rotenon von der 
Präsenz des Dopamins beziehungsweise seiner Metabolite abhängig ist. Zusammen 
zeigen die Ergebnisse der bisher beschriebenen Experimente, dass die Reduktion 
zytoplasmatischer freier Radikale, sei es durch die Überexpression von Radikalfängern 
oder durch die die Verringerung derer intrinsischen Produktion, ein Mittel für generelle 
Neuroprotektion und spezielle Protektion dopaminerger Neurone sein kann. 
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Abbildung 44: dopaminerge Neurone mit reduzierter Dopaminproduktion zeigen erhöhte 
Rotenontoleranz: 
A: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple; 6 Tage Rotenon. 
B: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+; 6 Tage Rotenon. 
C: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+, (n=6); IR-ple: UAS-Stinger/UAS-IR-ple; Th-Gal4/+. (n=12). *p < 
0.05 
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3. Auswirkungen von oxidativem Stress auf die ?-Syn-
Aggregation in dopaminergen Neuronen von Drosophila 
Ein Markenzeichen der Parkinson’schen Krankheit und anderer ?-Synucleopathien ist die 
Bildung zytoplasmatischer Proteinaggregate mit unterschiedlichen ?-Syn- Anteilen. 
Feany und Bender (2000) beschreiben das Auftreten solcher oder ähnlicher Aggregate bei 
panneuraler Expression von ?-SynA30P im Gehirn gealterter Fliegen. 
3.1 ?-Syn- Aggregation in Drosophila 
Mit den Expressionslinien und Methoden, die in dieser Arbeit benutzt wurden, kann 
dieser Effekt jedoch nicht reproduziert werden. Immunhistochemische und 
elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen nach panneuraler Expression von ?-
Syn, ?-SynA30P oder ?-SynA53T zu keinem Zeitpunkt eindeutig identifizierbare 
Aggregate. Darüber hinaus geben auch native Westernblots keine Anhaltspunkte für die 
Präsenz von ?-Syn- Aggregaten (siehe Kapitel V.2). 
Vielmehr ist auffällig, dass ?-SynA30P eine andere zelluläre Lokalisation als die 
wildtypische oder die ?-SynA53T- Form aufweist. Während wildtypisches und ?-
SynA53T im Neuropil lokalisiert ist, zeigt die ABC-HRP- Färbung bei Fliegen, die ?-
SynA30P exprimieren sowohl im Neuropil als auch in den kortikalen Zellkörpern 
positive Färbung (Abbildung 45). Dieser gestörte Verteilungsprozess ist sowohl bei 
panneuraler als auch bei Expression in dopaminergen Neuronen zu beobachten. 
Wildtypisches ?-Syn ist hauptsächlich in den, die Pilzkörper innervierenden, Dendriten 
und Axonen zu finden. ?-SynA30P dagegen ist in den Zellkörpern aller dopaminergen 
Cluster nachweisbar (Abbildung 46). Obwohl das Expressionsniveau der ?- Synucleine 
untereinander vergleichbar ist, wird ?-SynA30P anscheinend nicht vollständig in die 
Axone transportiert. Daraus ergeben sich Hinweise auf veränderten, beziehungsweise 
behinderten axonalen Transport, durch den die erhöhte Toxizität von ?-SynA30P
mitunter bedingt sein könnte. 
Außerdem scheinen die grundlegenden Mechanismen der ?-Syn- Aggregation in vivo
komplexer zu sein, als in der Literatur dargestellt. Das Studium der Resultate von in
vitro- Experimenten und der Blick auf andere Modellorganismen gibt tiefere Einblicke in 
die Dynamik der ?-Syn- Aggregation und stellt Ausgangspunkte für weiterführende 
Experimente dar. 
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Abbildung 45: differentielle zelluläre Lokalisation der 
verschiedenen ?-Syn- Formen bei panneuraler Expression: 








Abbildung 46: differentielle zelluläre Lokalisation von ?-Syn und ?-SynA30P in dopaminergen 
Neuronen zehn Tage alter Fliegen: konfokalmikroskopische Aufnahmen von anti-?-Syn- Färbungen des 
dorsalen (A, C) und ventralen (B, D) dopaminergen Netzwerks. 
A, B: UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-?-SynA30P
C, D: UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-?-Syn
Ergebnisse 99
3.2 Aggregation durch Modifikation des ?-Syn C-Terminus - 
WTsynEGFP?155
Im Zusammenhang mit der ?-Syn- Aggregation konnte gezeigt werden, dass 
Aminosäureexpansionen am C-Terminus die Aggregation des Proteins dramatisch 
verstärken (McLean et al. 2001). 
Um zu testen, ob der beobachtete Effekt auf Experimente in der Zellkultur beschränkt ist, 
oder ob er sich auch auf einen lebenden Organismus übertragen lässt, wurde die 
Expression von WTsynEGFP?155 in Drosophila mittels des UAS/Gal4- Systems 
etabliert (siehe Kapitel V.3). Nach ubiquitärer Expression des WTsynEGFP?155-
Transgens (UAS- SynT13) unter der transkriptionellen Kontrolle des actin- Promotors 
können auf Westernblots zwei ?-Syn- Spezies bei Größen von ca. 30kDa 
beziehungsweise ca. 25kDa detektiert werden (Abbildung 47). 
Abbildung 47: Ubiquitäre Expression von ?-Syn und 
WTsynEGFP?155: ?-Syn: actin-Gal4/UAS-?-Syn;
WTsynEGFP?155: actin-Gal4/UAS-SynT13
Möglicherweise handelt es sich bei der kleineren WTsynEGFP?155- Spezies um ein 
Abbauprodukt der 30kDa Ausgangsform. Auffällig ist, dass die für diese Arbeit 
hergestellte UAS-SynT13 Expressionslinie weniger Protein produziert als die UAS-?-Syn-
Linie. Der Grund hierfür könnte sein, dass die humane Kozak- Sequenz des Transgens für 
die Translationsmaschinerie der Arthropoden nicht richtig kompiliert ist (Kozak, 1986; 
Cavener, 1987; Feng et al., 1991). 
Die Expressionsmenge ist jedoch ausreichend, um positive immunhistochemische 
Färbungen gegen WTsynEGFP?155 durchzuführen. Wird WTsynEGFP?155 panneural 
unter der Kontrolle des elav- Promotors exprimiert, so sind nach 40- tägiger Alterung 
Aggregate identifizierbar (Abbildung 48A, B). Vor allem in den dorsomedialen Cortices 
finden sich viele Zellen, die zum Teil mehrere hoch ?-Syn immunreaktive 
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zytoplasmatische Aggregate aufweisen. Obwohl das ?-Syn- Konstrukt wesentlich stärker 
exprimiert wird, zeigen die betreffenden Neurone in den Gehirnen der Kontrolltiere 
lediglich schwache und diffuse anti-?-Syn Färbung. Dieser Befund deshalb auch 
überzeugend, da der Hauptanteil nativen ?-Synucleins in den Axonen lokalisiert ist und 
so für die Aggregation im Zytoplasma nicht zur Verfügung steht. Im dem hier 
beschriebenen Experiment zeigen die dorsomedialen Cluster den prominentesten 
Phänotyp. Allerdings können nach panneuraler Expression von WTsynEGFP?155 auch 
Aggregate in anderen Bereichen des Cortex beobachtet werden. 
Abbildung 48: Aggregation von WTSynEGFP?155 in den Zellen der dorsomedialen Cortices 40 Tage 
alter Fliegen nach panneuraler Expression: ABC-HRP gefärbte Paraffinschnitte durch die Gehirne fünf 
Tage alter Fliegen: 
A, C: elav-gal4/y; UAS-SynT13/+
B, D: elav-Gal4/y; UAS-?-Syn/+ 
Die Gewebeschnitte zeigen zwar, dass WTsynEGFP?155 allgemein in der Lage ist, in 
Drosophila- Neuronen zu aggregieren, erlauben aber keine Aussage, ob die Aggregation 
auch in dopaminergen Neuronen stattfindet. Um dies zu klären, wurde WTsynEGFP?155
zusammen mit zytoplasmatisch lokalisiertem GFP in dopaminergen Neuronen getrieben. 
Dabei kam eine modifizierte WTsynEGFP?155- Responderlinie zum Einsatz, deren 
cDNA vor dem Startcodon anstatt der humanen eine invertebrate Kozak- 
Konsensussequenz aufweist (UAS-SynT-IK). Damit kann die Translationsmaschinerie der 
Invertebraten besser angesprochen und die Produktion größerer WTsynEGFP?155-
Mengen erreicht werden (Härtinger, 2008). 
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Bei der Expression von WTsynEGFP?155 in dopaminergen Neuronen sind im Alter von 
acht Tagen zytoplasmatische ?-Syn- immunreaktive Aggregate in den Zellen der 
dopaminergen Cluster PPL1, PPM1/2 und PPM3 nachweisbar (Abbildung 49A, B, C). 
Manche Zellen dieser Cluster haben zu diesem Zeitpunkt bereits mehrere individuelle 
Einschlusskörperchen ausgebildet. Teilweise bilden Anhäufungen mehrerer Aggregate 
Überstrukturen aus, die größere Areale des Zytoplasmas einnehmen (Abbildung 49D, E, 
F). In den restlichen Clustern des dopaminergen Systems treten weniger und kleinere 
Aggregate auf. Beispielsweise konnten im Großteil der Zellen des PAL- Clusters zu 
diesem Zeitpunkt keine Aggregate beobachtet werden. 
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A   D 
B   E 
C   F 
Abbildung 49: Aggregation von WTsynEGFP?155 in dopaminergen Neuronen: konfokal- 
mikroskopische Aufnahmen von anti-?-Syn- Färbungen an Gehirn- Wholemounts acht Tage alter Fliegen 
des Genotyps UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-SynT-IK: 
A, B C: WTsynEGFP?155- Aggregate im dopaminergen System 
D, E, F: WTsynEGFP?155- Aggregate in den Zellen des PPM3- Clusters. Die Balken entsprechen 10µm. 
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3.3 Auswirkungen von Rotenon und Paraquat auf die Aggregation 
von WTsynEGFP?155
In den vorhergehenden Teilen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Toxizität von ?-Syn, 
Rotenon und teilweise auch Paraquat durch Entfernung zytosolischer ROS verringert 
werden kann. So ist die Frage, ob oxidativer Stress auch eine Rolle bei der Aggregation 
von ?-Syn spielt, nahe liegend. Um eine Antwort auf diese Frage zu erhalten, wurden die 
oben beschriebenen Fliegen mit Rotenon und Paraquat behandelt und anti-?-Syn- 
Färbungen an den Gehirnen vorgenommen. 
Um Einzelaggregate im Konfokalmikroskop zu identifizieren, war es nötig sehr hohe 
Auflösungswerte zu erreichen. Aus diesem Grund wurde der PPM3- Cluster als 
Umgebung für die Analyse der Aggregationsrate gewählt. In diesem Cluster bilden sich 
bei WTsynEGFP?155– Expression auch unter Standardbedingungen Aggregate aus. 
Dabei muss berücksichtigt werden, dass durch Rotenon und Paraquat in diesem Cluster 
Degeneration dopaminerger Neurone ausgelöst wird (Abbildung 50), so dass die 
Ermittlung der absoluten Aggregat- Anzahl pro Cluster unter Umständen nicht zum 
korrekten Ergebnis führt. 


















Abbildung 50: Verlust dopaminerger Neurone des PPM3-
Clusters durch Rotenon- und Paraquatstress: Kontrolle: UAS-
Stinger/+; Th-Gal4/+ (n=12) 8 Tage Saccharose; SynT: UAS-
Stinger/+; Th-Gal4/SynT-IK (n=6) 8 Tage Saccharose; SynT + 
Rotenon: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/SynT-IK (n=14), 3 Tage 
Saccharose + 5 Tage Rotenon; SynT + Paraquat: UAS-Stinger/+; 
Th-Gal4/SynT-IK (n=6), 5 Tage Saccharose + 3 Tage Paraquat. 
Darum wurde stattdessen der Quotient aus der Anzahl der Aggregate pro Cluster durch 
die Anzahl der überlebenden Zellen ermittelt. Konglomerate mehrerer individueller 
Einschlusskörperchen wurden dabei als ein einziges Aggregat gewertet. 
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Das Ergebnis zeigt, dass die Aggregation im PPM3- Cluster durch Rotenon und Paraquat 



















Abbildung 51: Quantifizierung von Aggregaten in PPM3- 
Zellen: UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-SynT-IK Kontrolle: 8 Tage 
Saccharose (n= 36); Rotenon: 3 Tage Saccharose + 5 Tage 
Rotenon (n= 22); Paraquat: fünf Tage Saccharose + 3 Tage 
Paraquat (n= 12), *p< 0,01. 
Zellen des PPM3- Clusters acht Tage alter Tiere, die auf Standardmedium gehalten 
wurden, haben durchschnittlich zwei bis drei Einschlusskörper pro Zelle (Abbildung 
52A). In gleichaltrigen Tieren können nach fünftägiger Rotenon- oder dreitägiger 
Paraquatbehandlung drei bis vier, teilweise sogar fünf individuelle Aggregate pro Zelle 





Abbildung 52: Verstärkung der WTsynEGFP?155- Aggregation durch Rotenon und Paraquat in 
dopaminergen Neuronen des PPM3- Clusters: konfokalmikroskopische Aufnahmen der dopaminergen 
Neurone der PPM3- Cluster acht Tage alter Fliegen des Genotyps UAS-GFP/+; Th-Gal4/UAS-SynT-IK
A: unbehandelt 
B: fünf Tage 5 µM Rotenonbehandlung 





































1. Dopamin, oxidativer Stress und ?-Syn- Toxizität 
1.1 ?-Syn- Toxizität in Drosophila 
Die PD wurde über einen langen Zeitraum hinweg als rein sporadisch auftretende 
Krankheit angesehen. Erst, als hinter familiär erhöhtem Risiko an einer juvenilen Form 
der PD zu erkranken, ein dominanter Erbgang erkannt wurde, konnte nachgewiesen 
werden, dass sowohl sporadische wie auch genetische Ursachen der Krankheit existieren. 
Der erste entdeckte PD- Erbgang beruht auf Mutationen im SNCA-Lokus (?-Syn- Gen) 
oder auf dessen Triplikation (Polymeropoulos et al., 1997; Krüger et al., 1998; Singleton 
et al., 2003). 
In Drosophila ist die Expression von humanem ?-Synucleins toxisch und führt zu 
altersabhängigem Verlust dopaminerger Neurone (Feany und Bender, 2000, Auluck et
al., 2002, Trinh et al., 2008). Obwohl von ?-SynA30P und ?-SynA53T aufgrund ihrer 
Rolle bei der juvenilen PD zu erwarten wäre, höhere Degenerationsraten auszulösen, wird 
ihnen in den ursprünglichen Veröffentlichungen eine mit ?-Syn äquivalente Toxizität 
zugeschrieben (Feany und Bender, 2000, Auluck et al., 2002). Die Quantifizierungen in 
oben genannten Studien wurden lichtmikroskopisch an Gefrierschnitten durch ABC-
HRP- Färbungen gegen TH vorgenommen. Dieses Vorgehen ist ausreichend, um 
Zellverluste zu beobachten, aber unter Umständen nicht exakt genug, um graduelle 
Unterschiede zu erkennen. Zum einen ist es generell schwierig, mit histologischen 
Schnitten genaue Zellquantifizierungen vorzunehmen, zum anderen können die 
entstehenden Signale bei dieser Methode selbst bei geringen Unregelmäßigkeiten im 
Färbeprotokoll stark fluktuieren. Zudem beschränken sich diese Studien auf die Analyse 
eines nicht näher definierten dorsomedialen TH- positiven Zellverbandes und nicht etwa 
auf die Analyse des gesamten dopaminergen Systems im Gehirn. 
Aus diesem Grund wurden die Gehirne komplett als Wholemount konfokalmikroskopisch 
analysiert und die dopaminergen Neurone durch die Expression eines nukleären GFP- 
Reporters markiert. Diese Methode erfasst das dopaminerge System als ganzes ohne den 
Einsatz immunhistochemischer Methoden und ermöglicht außerdem die Anwendung 
eines maschinengestützten Auswertungsverfahrens. Durch die punktuellen und scharf 
begrenzten Signale des nukleären GFP- Reporters ist es möglich Einzelsignale 
maschinengestützt zu diskriminieren und zu quantifizieren. 
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Dadurch konnte einerseits altersabhängige Degeneration dopaminerger Neurone durch 
Expression von ?-Syn, ?-SynA30P und ?-SynA53T nachgewiesen werden, andererseits 
ermöglichte das höhere Auflösungsvermögen der eingesetzten Methode tiefere Einblicke 
in die Auswirkungen der ?-Syn- Expression. So konnte beobachtet werden, dass die 
Expression der beiden mutierten Formen zu wesentlich höheren Degenerationsraten als 
die Expression der wildtypischen Form des Proteins führt. Auf das gesamte dopaminerge 
System bezogen scheint wildtypisches ?-Syn lediglich schwach toxisch zu wirken und 
hat nach 40 Tagen einen durchschnittlichen Verlust von ca. 20% der Neurone zu Folge. 
Die ?-SynA30P- und ?-SynA53T- Expression führt im gleichen Zeitraum zu Verlusten 
von 35% (?-SynA53T) und 45% (?-SynA30P) der Zellen. Da bei ?-SynA30P schon 
nach kürzerer Alterungszeit mehr Zellverlust registriert wurde als bei ?-SynA53T ist 
davon auszugehen, dass es sich bei ?-SynA30P, zumindest in Drosophila, um die am 
stärksten toxische ?-Syn- Form handelt. 
In keinem Fall führte die Expression eines der ?-Synucleine zu totalem Verlust der 
dopaminergen Neurone. Zudem lässt sich aus den Daten ablesen, dass sich zumindest bei 
?-SynA30P die anfängliche Degenerationsrate bei längerer Alterung zu verringern 
scheint. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass eine Subpopulation 
dopaminerger Neurone existiert, in denen die ?-Syn- Expression nicht oder weniger 
toxisch ist. 
In der Literatur divergieren die Angaben zu den Verlustzahlen dopaminerger Neurone 
durch ?-Syn- Expression von 100% (Feany und Bender, 2000) über 50% (Auluck et al.,
2002) und 30% (Trinh et al., 2008) bis 10% (Pesah et al., 2005). Diese Arbeiten haben 
gemeinsam, dass lediglich ein kleiner Ausschnitt des dopaminergen Netzwerks 
begutachtet wurde. Da wildtypisches ?-Syn weniger toxisch ist und manche dopaminerge 
Neurone offensichtlich unempfindlich gegenüber der ?-Syn- Toxizität sind, ist es 
durchaus möglich, dass bei derart eingeschränktem Blickwinkel nur sehr geringe 
Degeneration beobachtet wird. Genauso ist es möglich, dass die teilweise beschriebene 
100%-ige Degeneration auf methodisch bedingte Überinterpretation zurückzuführen ist, 
die entweder aus unvollständigen Schnittserien oder der Detektion dopaminerger 
Neurone durch die Färbung gegen TH resultieren. Beispielsweise ist es denkbar, dass 
dopaminerge Neurone die Expression der TH einstellen bevor der Zelltod eintritt. In einer 
solchen Situation könnten noch lebendige Zellen durch anti-TH- Färbungen nicht mehr 
detektiert werden. 
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Die hier vorliegenden Daten decken sich am besten mit denjenigen von Trinh et al.,
(2008), stehen aber auch nicht im Widerspruch zu den restlichen Veröffentlichungen. 
Vielmehr stellen sie eine methodisch bedingte Verfeinerung des bisherigen Bildes dar. So 
konnte durch diese Verbesserungen auch erstmals differentielle Toxizität der 
verschiedenen ?-Syn- Formen in Drosophila beobachtet werden. 
Wie bereits Eingangs beschrieben beruht die erhöhte Toxizität von mutantem ?-SynA30P
und ?-SynA53T auf einem toxischen gain-of-function Mechanismus (Rajagopalan und 
Andersen, 2001; Eriksen et al., 2003). Zumindest im Fall von ?-SynA30P ist das 
Ansteigen der Toxizität durch Strukturveränderungen am Protein erklärbar. In Lösung 
bildet ?-Syn keine definierten Sekundärstrukturen aus. Erst beim Kontakt mit Membran- 
Phospholipiden formen sich am N-Terminus zwei antiparallele ?- Helices. Der Vergleich 
der NMR-Strukturen von Micellen- assoziiertem ?-Syn, ?-SynA30P und ?-SynA53T
zeigt Veränderungen an der zweiten N- terminalen ?-Helix des Proteins. Durch den 
Austausch von Alanin durch Prolin an Stelle 30 wird deren eigentlich stringent 
fortlaufende Struktur durch die Einführung eines Prolin- Turns unterbrochen. Die 
Mutation an Stelle 53 liegt ebenfalls innerhalb der zweiten ?-Helix. Dieser Austausch 
von Alanin durch Tyrosin wirkt sich lediglich auf die direkte Nachbarschaft der 
ausgetauschten Aminosäure aus und hat keine Strukturveränderungen des Backbone zur 
Folge (Ulmer et al., 2004; Ulmer und Bax, 2005). Interessanterweise wurde schon vorher 
beobachtet, dass humanes ?-SynA30P im Gegensatz zu wildtypischem ?-Syn nicht an 
Transportvesikel binden kann und darum wahrscheinlich nur schlecht in den Axonen 
kultivierter Neurone transportiert wird (Jensen et al., 1998, Saha et al, 2004). In der hier 
vorliegenden Arbeit konnte ein ähnlicher Effekt erstmals in vivo beobachtet werden. 
Immunhistochemische Färbungen gegen ?-Syn zeigen, dass bei panneuraler Expression 
wildtypische und A53T- Form des Proteins ausschließlich in den Axonen lokalisiert sind. 
?-SynA30P dagegen ist im Großteil der Neurone sowohl im Axon als auch im Zellkörper 
zu finden. 
Es ist denkbar, dass nach mutationsbedingten Strukturveränderungen in ?-SynA30P die 
Lipidbindung des Proteins verloren geht, was zur Akkumulation ungefalteter ?-
SynA30P- Monomere im Zytosol führt. Bei genügend hoher Monomerkonzentration ist 
es möglich, dass diese auch in vivo zu den oftmals in vitro beschriebenen ?-Syn-
Oligomeren, Protofibrillen und Fibrillen kondensieren. Lewy- Bodies stellen das 
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Endprodukt dieses Aggregationsprozesses dar. Noch ist unklar, ob Lewy- Bodies an sich 
toxisch sind, oder ob sie mehr oder weniger chemisch inerte Endlager für fehlgefaltete 
Proteine darstellen (Volles und Lansbury, 2003). Mittlerweile deuten aber mehrere 
Studien darauf hin, dass Protofibrillen die eigentlich toxische ?-Syn- Spezies sind. 
(Galvin, 2006) Auch die Daten die in dieser Arbeit gesammelt wurden unterstützen diese 
Hypothese: obwohl die Expression von ?-Syn, ?-SynA30P oder ?-SynA53T zur 
Degeneration dopaminerger Neurone im ZNS von Drosophila führt, konnten in keinem 
Fall Aggregate identifiziert werden (siehe auch Kapitel V, Abschnitt 3). 
Der toxische gain-of-function Mechanismus von ?-SynA30P kann also zumindest 
theoretisch durch Synthese von Literaturinformationen und den Ergebnissen dieser Arbeit 
erklärt werden. Im Fall von ?-SynA53T ist dies bis dato nicht ohne weiteres möglich. 
Zwar konnten bei ?-SynA53T, genau wie bei ?-SynA30P, in vitro höhere 
Fibrillisationsraten als bei humanem wildtypischem ?-Syn beobachtet werden (Conway 
et al., 2000), jedoch konnte dies bis jetzt nicht direkt mit mutationsbedingten 
Veränderungen am Protein korreliert werden. Allerdings gelang es Moussa et al. (2007) 
die Aggregation von ?-SynA53T in vitro durch DA zu verstärken. Erschwerend kommt 
hinzu, dass ?-SynA53T die natürliche ?-Syn- Form der Nager ist (Johnson, 2000). 
Darum sind Mausmodelle für die Untersuchung des A53T- gain-of-function
möglicherweise nicht gut geeignet. 
?-Syn kann im menschlichen Gehirn weiträumig nachgewiesen werden. Trotzdem sind 
sowohl bei sporadischer als auch hereditärer PD hauptsächlich die dopaminergen 
Neurone der SNPc von der Degeneration betroffen. Bei panneuraler Expression von ?-
Syn sind im Lichtmikroskop nur wenige, allerdings auffällig bilateralsymmetrisch 
lokalisierte, Zellen apoptotisch. Auch durch gezielte ?-SynA30P- Expression in den nicht 
dopaminergen sLNv- Clustern wird kein Zellverlust ausgelöst. Da alle Tiere über den 
ganzen Beobachtungszeitraum hinweg mit der pdf-Gal4- Treiberlinie starke Expression 
des RFP- Reporters zeigen, ist davon auszugehen, dass das Ausbleiben der Degeneration 
nicht auf zu geringe ?-SynA30P- Mengen zurückgeführt werden muss. 
Natürlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass speziell sLNvs höhere Toleranz 
gegenüber ?-SynA30P besitzen. Andererseits wurde an Drosophila auch beobachtet, dass 
dopaminerge Neurone unter Rotenon schneller degenerieren als serotonerge Neurone 
(Coulom und Birman, 2004). Möglicherweise sind dopaminerge Neurone aufgrund 
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spezieller Zelleigenschaften sensitiver gegenüber neurotoxischen Agenzien oder ?-
SynA30P.
1.2 Anfälligkeit dopaminerger Neurone gegenüber oxidativem Stress 
Die Anzahl der medizinischen Studien, die oxidativem Stress sowohl bei allgemeiner 
Neurodegeneration als auch speziell bei der PD eine wichtige Rolle zuordnen steigt 
ständig an (aktuelle Übersichtsartikel: Sayre et al., 2008; Chinta und Andersen, 2008). 
Um diese Hypothese in Drosophila zu überprüfen, wurden in dieser Arbeit Bedingungen 
erzeugt, unter denen die Fliegen erhöhtem oxidativem Stress oder einer erhöhten 
Akkumulation oxidativer Schäden ausgesetzt waren. Als Für die Erzeugung oxidativer 
Schäden wurde einerseits Hyperoxie eingesetzt, was sich bereits als geeignetes Mittel 
erwiesen hat, um in Drosophila allgemeine Neurodegeneration auszulösen. Parallel dazu 
wurde die altersabhängige Akkumulation oxidativer Schäden durch Einkreuzen der sni1-
Mutation provoziert. Sni codiert für ein Enzym mit Carbonylreduktase- Funktion, das für 
die Reparatur oxidativer Schäden benötigt wird (Botella et al., 2004; Grünewald, 2006). 
Das dopaminerge System zeigt unter Hyperoxie deutliche Degenerationserscheinungen.
Die Tiere überleben bis zu neun Tagen in der Sauerstoffatmosphäre und verlieren dabei 
im Durchschnitt 30% ihrer dopaminergen Neurone. Außerdem zeigen Fliegen, die die 
sni1- Mutation tragen auch unter atmosphärisch normalen Bedingungen altersabhängige 
Degeneration von bis zu 50% dieser Zellen. Zusammen beweisen beide Experimente, 
dass massiver oxidativer Stress oder der Ausfall eines Reparaturmechanismus für 
oxidative Schäden zum Tod dopaminerger Neurone führt. 
Auch hierbei scheinen dopaminerge Neurone vergleichsweise anfällig zu sein. sLNvs 
erweisen sich auch gegenüber Hyperoxie wiederum als wesentlich resistenter. An dieser 
Stelle sei allerdings darauf hingewiesen, dass unter Hyperoxie sicherlich nicht nur 
dopaminerge Neurone sterben. Frühere Arbeiten haben bereits gezeigt, dass die 
Sauerstoffbehandlung teilweise in katastrophaler, schwammartiger Zersetzung des 
Gehirns gipfelt, von der auch Gehirnregionen wie Lamina und Medulla betroffen sind, in 
denen keine dopaminergen Neurone liegen (siehe Abbildungen in Grünewald 2002; 
2006). Als Schlussfolgerung bietet sich an, dass verschiedene Neuronentypen 
unterschiedliche Sensitivität gegenüber oxidativem Stress aufweisen. Dopaminerge 
Neurone sind offensichtlich besonders sensitiv. Ein möglicher Grund dafür könnte sein, 
dass dopaminerge Neurone aufgrund ihres Catecholamin- Metabolismus von vorneherein 
erhöhter oxidativer Belastung ausgesetzt sind. DA ist an sich ungiftig, jedoch können 
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unter oxidierenden Bedingungen daraus toxische DA- Derivate wie DA- Quinone, 
Dopaminochrom und Adrenochrom entstehen. Dopaminochrom und Adrenochrom 
können weiter oxidieren und Neuromelanin bilden, während DA- Quinone mit L- Cystein 
auch zu 5- S- Cystenyl- DA weiterreagieren können. Dies führt einerseits zur Produktion 
von Quinoproteinen, wodurch diese Proteine redoxaktiv werden und ihre Enzymfunktion 
gestört wird (Asanuma et al., 2004). Weitere Oxidationsschritte führen zur Bildung von 
DHBT-110 (Zhang und Dryhurst, 1994, Shen und Dryhurst, 1996), welches die 
mitochondriale Außenmembran durchdringen kann und die NADH : Ubichinon– 
Oxidoreduktase des Komplex I effektiv und irreversibel hemmt (Li und Dryhurst, 1997). 
Dadurch wird der Schaden an den dopaminergen Neuronen noch weiter verstärkt, da 
durch die Entkopplung der Atmungskette noch mehr schädliche ·O2
- -Radikale produziert 
werden (Abbildung 53). 
Da dopaminerge Neurone hinsichtlich der Toxizität von ?-Syn interessanterweise 
ähnliche Attribute wie hinsichtlich der Toxizität von oxidativem Stress aufweisen, drängt 
sich die Frage auf, ob ?-Syn und oxidativer Stress synergetisch zusammenwirken 
können.
1.3 Synergetische Neurotoxizität von ?-Syn und Dopamin 
Wenn Mutationen in SNCA beim Menschen hauptsächlich zur Degeneration 
dopaminerger Neurone führen und bevorzugt diese bei der spontanen Form der PD 
aufgrund zellphysiologisch bedingter erhöhter Belastung durch oxidativen Stress 
absterben, könnte es möglich sein, dass die Reaktionspfade, die zur Degeneration führen 
in beiden Fällen ähnlich oder miteinander verwoben sind. 
Die Kombination beider Degenerationsmodelle gestaltet sich relativ einfach, da lediglich 
Fliegen, die ?-Syn in dopaminergen Neuronen exprimieren der Hyperoxie ausgesetzt 
werden müssen. Dabei kann tatsächlich beobachtet werden, dass sich die Toxizität von 
oxidativem Stress und mutierten ?-Syn- Varianten gegenseitig verstärken, während 
wildtypisches ?-Syn die Degenerationsrate der dopaminergen Neurone unter Hyperoxie 
nicht beschleunigt. 
Diese Daten bedeuten, dass die Neurodegeneration bei hereditären ?-Syn- abhängigen 
PD- Varianten und der sporadischen PD möglicherweise auf denselben grundlegenden 
Mechanismen beruht. Darum kommen auch hier vor allem DA- Metabolite als 
Mediatoren der ?-Syn- Toxizität in Frage. 
                                                          
10 7-(2-aminoethyl)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-1,4-Benzothiazin-3-Kohlensäure 
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Zumindest bei ?-SynA30P könnte verstärkte Protofibrillenbildung allein durch den 
fehlerhaften zellulären Transport und der daraus resultierenden Akkumulation möglich 
sein. Conway und Kollegen beobachteten außerdem in vitro, dass ?-SynA30P und ?-
SynA53T schneller Protofibrillen bilden, die zudem stabiler sind als die Protofibrillen des 
wildtypischen ?-Synucleins (Conway et al., 1998; Conway et al., 2000). In der Annahme, 
dass Protofibrillen den eigentlich toxischen ?-Syn Aggregatzustand darstellen, wurden 
verschiedene hypothetische Szenarien erdacht, bei denen sie für die Disruption 
synaptischer Vesikel verantwortlich gemacht werden, was verstärkte DA- Freisetzung ins 
Zytosol zur Folge haben würde (Volles et al., 2001; Lotharius und Brundin, 2002; Volles 
und Lansbury, 2003). Auf diese Art und Weise wird eine Kaskade in Gang gesetzt, bei 
der oxidiertes DA (Conway et al., 2001) oder ein DA- Metabolit die ?-Syn-
Protofibrillen stabilisiert und so eine toxische Rückkopplung auslöst. Die 
wahrscheinlichsten Kandidaten für diese Protofibrillen stabilisierenden DA- Derivate 
sind DA- Quinone (DAQ) und der MAO- Metabolit DOPAL11 (Burke et al., 2003). Beide 
können die Oligomerisierung von ?-Syn stimulieren und Protofibrillen stabilisieren 
(Burke et al., 2008). 
Dieser Mechanismus (Abbildung 53) wird durch oxidativen Stress stark beschleunigt. 
DOPAL ist zwar schon in geringen Konzentrationen hochgiftig, es wird jedoch unter 
normalen Bedingungen von einer NAD- abhängigen Aldehyddehydrogenase (ALDH) 
rasch zu ungiftigem DOPAC abgebaut. Unter oxidativen Bedingungen ist jedoch wie 
oben beschrieben der mitochondriale Komplex I durch die Überproduktion an DAQ 
beziehungsweise DHBT-1 gehemmt, was nicht nur die ·O2
- - Produktion anregt, sondern 
auch zu einem NAD- Mangel führt. Dadurch wird der Abbau von DOPAL zu DOPAC 
verzögert und damit die ?-Syn- Oligomerisierung weiter befördert (Galvin, 2006). 
                                                          
11 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd
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Abbildung 53: hypothetischer Mechanismus der synergetischen Toxizität von ?-Syn und oxidativem 
Stress: (R)-Cys-SH: L- Cystein oder Cysteinrest; DOPAC: 3,4-Dihydroxyphenylacetat. Erläuterungen im 
Text.
Natürlich ist dies eine relativ einfache Modellvorstellung einer multifaktoriellen 
Pathologie wie derjenigen der PD. So fehlen in der hier präsentierten Hypothese wichtige 
Gesichtspunkte, wie beispielsweise die Schädigung des proteasomalen Proteinabbaus 
durch PD- assoziierte Mutationen in parkin oder UHCL-1, des verzögerten ?-SynA30P-
Abbaus am Lysosom oder auch Fehlfunktionen der mitochondrialen Stressreaktion durch 
Mutationen in pink. Allerdings würden sich auch diese Faktoren zumindest theoretisch 
mit der vorliegenden Modellvorstellung verweben lassen. Beispielsweise könnte 
ineffizienter ?-Syn- Abbau am Proteasom oder Lysosom zur Anreicherung 
protofibrillärer Spezies beitragen. Fehlfunktionen der Mitochondrien könnten 
andererseits die oxidative Belastung verstärken. Beide Dysfunktionen würden das System 
lediglich aus anderen Stoßrichtungen heraus aufschaukeln lassen bis der Zelltod am Ende 
entweder durch übermäßige Schädigung multipler zellulärer Komponenten oder die 
Aktivierung apoptotischer Signalwege eintritt. 
Dieser theoretische Hintergrund erlaubt zusammen mit den Daten dieser Arbeit 
zumindest die Schlussfolgerung, dass das toxische Potential von ?-SynA30P und ?-
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SynA53T proportional zur oxidativen Belastung des Zytoplasmas ansteigt, und diese 
Stressbelastung ständig durch ?-Syn selbst erhöht wird. Bei der eigentlichen PD laufen 
diese Vorgänge langsamer ab, da meist die beschleunigende Wirkung eines oxidativen 
Stressors fehlt. 
1.4 Detoxifizierung von ?-SynA30P 
Um die Hypothese der ROS- abhängigen ?-Syn- Toxizität zu verifizieren wurde mit 
verschiedenen Strategien versucht, die oxidative Belastung der Zellen oder dadurch 
entstandene Schäden zu reparieren. 
Sniffer hat in Drosophila eine putative Funktion bei der Antwort auf oxidativen Stress. 
Der Verlust des Gens führt zu Hyperoxie- Hypersensitivität, seine ubiquitäre 
Überexpression erhöht die Lebenserwatung der Tiere unter Hyperoxie. Dies zeigt, dass 
Sniffer wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der zellulären Stressantwort einnimmt 
(Botella et al., 2004). Darum könnte es auch möglich sein, die Auswirkungen der ?-Syn
Expression durch Sniffer- Koexpression abzumildern. 
Die Experimente aus dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die Expression von Sniffer die ?-
SynA30P- induzierte Degeneration dopaminerger Neurone nicht aufhalten kann. Dies 
bedeutet, dass bei ?-Syn andere Mechanismen als bei der Neurodegeneration in sni-
Mutanten zum Tragen kommen. Falls das oben postulierte Modell zutreffend ist, ist 
dieses Ergebnis nicht verwunderlich, da protektive Interaktionsmöglichkeiten dünn gesät 
wären. Keiner der im Modell als toxisch angesehenen DA- Metabolite ist ein bekanntes 
Substrat der putativen Carbonylreduktase Sniffer. Damit wäre der einzige hier denkbare 
protektive Mechanismus die Inhibition der Protofibrillenbildung und damit eine direkte 
Interaktion mit ?-Syn selbst. Aufgrund der ausbleibenden Protektion ist demnach zu 
folgern, dass diese Interaktion nicht stattfindet, oder die Toxizität von ?-Syn nicht auf der 
Oxidation von Carbonylgruppen beruht. 
Eine alternative Strategie für die Reparatur oxidativer Schäden beinhaltet die 
Verringerung der oxidativen Belastung ?-Syn- exprimierender Zellen direkt durch 
Entfernung von ROS aus dem Zytoplasma. Tatsächlich war die Koexpression der hSoD1 
ausreichend, um dopaminerge Neurone, die ?-SynA30P exprimieren weitgehend zu 
retten. Die dopaminergen Neurone überstehen die ?-SynA30P- Expression trotz langer 
Alterung und auch die Kletterfähigkeit der Fliegen ist nicht so stark eingeschränkt wie bei 
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Tieren, die nur ?-SynA30P exprimieren. Im Gegensatz zu Sniffer ist die hSoD1 in der 
Lage, an mehreren Stellen gleichzeitig in die degenerative Kaskade in dopaminergen 
Neuronen einzugreifen. hSoD1 ist ein Radikalfänger, der die ROS- Mengen 
hauptsächlich durch die Protonierung von ·O2
- zu H2O2 verringert. Eine weitere Funktion 
der hSoD1 ist, dass sie auch als Semiquinon- Fänger agieren kann (Emdadul Haque M et 
al., 2003). Wahrscheinlich ist der ?-SynA30P-detoxifizierende Effekt der hSoD1 darauf 
zurückzuführen, dass die oxidative Belastung der dopaminergen Neurone allein durch die 
Verdünnung der ·O2
- während des kompletten Lebenszyklus von der Larve bis zum 40 
Tage alten Adulten bedeutend vermindert ist. Dadurch akkumulieren oxidative Schäden 
wesentlich langsamer, was ein längeres Überleben der Zelle ermöglicht. Speziell in 
dopaminergen Neuronen ist außerdem davon auszugehen dass die DA- Oxidation durch 
den veränderten Redoxstatus in wesentlich geringerem Masse stattfindet. Entsteht 
trotzdem oxidiertes DA, kann es schon als Semiquinon abgefangen werden, wodurch die 
toxische mitochondriale Rückkopplung via DAQ und DHBT-1 neutralisiert wird. Die 
zweite toxische DA- Spezies, DOPAL, könnte zwar auftreten; allerdings steht nun 
ausreichend NAD zur Verfügung, um es via ALDH zu ungiftigem DOPAC zu 
reduzieren. Die Rettung der dopaminergen Neurone durch hSoD1 zeigt, dass eine direkte 
Verbindung zwischen oxidativem Stress und der ?-Syn- Toxizität existiert. Allerdings ist 
zu berücksichtigen, dass die hSoD1 nicht nur in dopaminergen Neuronen wirkt, sondern 
in vielen Teilen des Organismus im Zuge der Stressantwort aktiviert aktiv sein kann. 
Darum ist es eher unwahrscheinlich, dass in der Natur DA- Metabolite in dopaminergen 
Neurone die Primärziele dieses Schutzmechanismus sind. 
Die Hypothese vom Zusammenhang zwischen ROS aus dem DA- Metabolismus und ?-
Syn- Toxizität kann nur durch die direkte Manipulation des DA-Spiegels verifiziert 
werden. Wenn das Abfangen von ROS aus dem DA- Metabolismus tatsächlich 
ausreichend ist, um dopaminerge Neurone vor der Toxizität von ?-Syn zu schützen, dann 
sollte es ebenso möglich sein, ?-SynA30P durch die Unterdrückung der DA- Produktion 
zu detoxifizieren. Dafür wurden Fliegen gezüchtet, in denen die Expression des Gens 
pale in dopaminergen Neuronen durch ein RNAi- Silencing unterdrückt ist. In Larven 
und Köpfen konnte damit pale- mRNA- und TH- Mengen deutlich verringert werden. Die 
Tiere zeigen einen sehr deutlichen Rückgang der Körperpigmentierung, welche an den 
Albinismus bei Säugetieren erinnert. Auf biochemischer Ebene ist der DA- Spiegel in 
diesen Tieren um ca. 85% reduziert. Wird das Silencing durch Koexpression von DicerII
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weiter verstärkt, ist kein DA mehr nachweisbar. Allerdings führt die vollständige DA- 
beziehungsweise TH- Defizienz ähnlich wie bei pale- Mutanten zu einer 90%-igen 
Mortalitätsrate bei gleichzeitiger Schädigung des dopaminergen Systems und quasi- 
narkoleptischem Verhalten. Dagegen scheinen Tiere mit ‚einfachem’- pale- Silencing in 
Hinsicht auf Mortalitätsrate, das dopaminerge System und ihr Kletterverhalten nicht 
grundlegend beeinträchtigt zu sein. In jedem Fall stellen sie ein sehr gutes Werkzeug dar, 
mit dem die DA- Abhängigkeit der ?-Syn- Toxizität untersucht werden kann. 
So konnte beobachtet werden, dass die Unterdrückung der DA- Produktion sowohl 
dopaminerge Neurone als auch Kletterfähigkeit im Alterungsexperiment vor der Toxizität 
von ?-SynA30P schützt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit früheren Studien, in 
denen an humanen und Drosophila- Zellkulturen dopaminerger Neurone derselbe 
neuroprotektive Effekt nach Applikation von TH- Inhibitoren beschrieben wurde (Xu et
al., 2002; Park et al., 2007). Dies ist ein eindeutiger Beweis, dass die ?-SynA30P- 
Toxizität in dopaminergen Neuronen auch in vivo mit DA in Verbindung steht, 
beziehungsweise sogar direkt von seiner Präsenz abhängt. Mit der 85%-igen 
Verringerung der DA- Produktion fällt mit größter Wahrscheinlichkeit auch der Großteil 
der toxischen DA- Metabolite DOPAL und DAQ aus dem System, was einerseits zu einer 
geringeren ROS- Belastung, andererseits zu einer Destabilisierung der ?-Syn-
Protofibrillen führt, so dass diese zerfallen oder zu inerten Fibrillen und Aggregaten 
kondensieren könnten. 
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2. Die Rolle von oxidativem Stress und Dopamin- Stoffwechsel 
bei Drosophila- Modellen der sporadischen Parkinson’schen 
Krankheit
Nach derzeitigem Wissenstand kann nur ein geringer Prozentsatz der PD- Fälle auf eine 
genetische Prädisposition zurückgeführt werden. Beim Großteil der Fälle handelt es sich 
um eine sporadische Form der PD, deren Auslöser weitgehend unbekannt sind. 
Allerdings wurden verschiedene Chemikalien entdeckt, die bei Menschen und Primaten 
PD auslösen können. 
Damit kann getestet werden, ob die Degeneration dopaminerger Neurone bei Neurotoxin- 
basierenden Modellen der sporadischen PD ebenfalls mit dem DA- Stoffwechsel und 
freien Radikalen zusammenhängt. 
2.1 Rotenon und Paraquat als Modelle der sporadischen 
Parkinson’schen Krankheit in Drosophila
In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Rotenon oder Paraquat erfolgreich eine deutliche 
Degeneration dopaminerger Neurone bei gleichzeitigem Verlust der Lokomotoraktivität 
ausgelöst, und so die Ergebnisse vorhergehender Studien bestätigt werden (Coulom und 
Birman; 2004; Chaudhuri et al., 2007). Die Gabe von Saccharose als Futtermedium 
scheint hierbei, zumindest im Beobachtungszeitraum, keinerlei negative Auswirkungen 
auf die Tiere zu haben, und es kann davon ausgegangen werden, dass die beobachteten 
Effekte aus der Exposition gegenüber Rotenon oder Paraquat resultieren. 
Allerdings lassen sich Theorien, nach denen Rotenon und Paraquat selektiv für 
dopaminerge Neurone toxisch sind, nicht bedingungslos halten. Zwar kann Degeneration 
des dopaminergen Systems eine Erklärung für den Verlust der Lokomotoraktivität sein, 
doch lässt sich die Abnahme der Lebenserwartung nicht hinreichend durch selektive 
Neurodegeneration erklären. Eher ist dadurch impliziert, dass andere Systeme, die für 
Drosophila unter Umständen sogar lebenswichtiger sind als dopaminerge Neurone 
ebenfalls stark betroffen sind. Ein weiterer Widerspruch erhebt sich beim Vergleich mit 
dem ?-Syn Modell, bei dem es nach Alterung zwar zu einem vergleichbaren Verlust 
dopaminerger Neurone und der Lokomotionsfähigkeit, jedoch nicht zur Verringerung der 
Lebenserwartung des Gesamtorganismus kommt. 
Rotenon hemmt den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette und verhindert den 
Transport von Wasserstoffanionen in die mitochondriale Matrix. Dies führt einerseits zu 
verringerter Energieproduktion durch die ATP- Synthase am Komplex V, zum anderen 
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zu einer übermäßigen Produktion von Superoxidradikalen, die sowohl ins Mitochondrium 
als auch ins Zytoplasma abgegeben werden. Die Schädigung der Zellen durch die 
Inhibition des Komplex I ist wohl mehr auf die Produktion freier Radikale als auf den 
verminderten Protonentransport zurückzuführen, da die ATP-Produktion aufgrund des 
noch immer funktionsfähigen Komplex II nur teilweise zum Erliegen kommt. Wegen der 
Ernährung mit Saccharose als alleiniger Energiequelle, ist es denkbar, dass es für die 
Fliegen unter diesen Versuchsbedingungen von vornherein möglich ist, relativ große 
ATP- Mengen glykolytisch zu produzieren. Zudem sind Mitochondrien in der Lage, 
ATP- Mangel zu kompensieren, indem sie ihre Atmungsgeschwindigkeit erhöhen 
(Löffler, 2001; Watabe und Nakaki, 2007a). Dies würde bei gleichzeitiger Hemmung des 
Komplex I unter Umständen sogar zu einer weiteren Steigerung der Superoxidradikal- 
Produktion führen und so die Toxizität einer Komplex I Hemmung weiter erhöhen. Nun 
ist jedoch zu beachten, dass all dies nicht auf dopaminerge Neurone beschränkt sein kann. 
Rotenon ist ein lipophiles Molekül und kann sowohl durch den gesamten Organismus 
diffundieren als auch in alle Zelltypen eindringen. Daher ist es eher unwahrscheinlich, 
dass seine Giftwirkung ausschließlich dopaminerge Neurone betrifft. 
Auch Paraquat ist ein potentieller Komplex I- Inhibitor, der allerdings via DAT bevorzugt 
von dopaminergen Neuronen aufgenommen wird und darum hauptsächlich dort seine 
toxische Wirkung entfalten kann (Shimizu et al., 2003). Das Hauptargument, welches 
diese Theorie stützt, beruht auf der strukturellen Ähnlichkeit von Paraquat zu MPP+- 
(Snyder und D'Amato, 1985; Bové et al., 2005; Miller, 2007). Trotzdem ist auch 
Paraquatexposition für Drosophila nach kurzer Zeit letal, was darauf hindeutet, dass 
Paraquat durchaus in der Lage ist, andere Zelltypen und nicht- neuronales Gewebe zu 
schädigen. In Säugermodellen lösen hohe Paraquatdosen neben Gehirn- auch Lungen-, 
Leber- und Nierenschäden aus, die im Endeffekt zum Tod des Organismus führen 
(Uversky, 2004). Chaudhuri et al. (2007) beschreiben in Drosophila durch Paraquat 
ausgelöste allgemeine Neurodegeneration, die allerdings später als die Degeneration 
dopaminerger Neurone einsetzt. Richardson et al. (2005) präsentieren Ergebnisse, die für 
Paraquat sowohl den Transport via DAT als auch seine Fähigkeit, als Komplex I- 
Inhibitor zu fungieren, in Frage stellen. Ein denkbarer alternativer 
Toxizitätsmechanismus wäre Paraquat- induzierte, systemische Überproduktion freier 
Radikale, die zu nicht- zellspezifischen oxidativen Schäden führen (Bus et al., 1974; Bus 
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et al., 1975), und unter Umständen auch die Aktivierung von Stress- Signalwegen mit 
darauf folgender Apoptose auslösen könnten (Ramachandrian et al., 2006). 
Zusammengenommen ist es in Anbetracht der Datenlage im Endeffekt wahrscheinlich 
korrekter, nicht von selektiver Toxizität des Rotenons oder Paraquats auf dopaminerge 
Neurone, sondern von erhöhter Sensitivität dopaminerger Neurone gegenüber Rotenon 
und Paraquat auszugehen. 
2.2 Die Rolle von ·O2
- bei Modellen der sporadischen Parkinson’schen 
Krankheit 
Die Beobachtung, dass hSoD1 dopaminerge Neurone im hereditären ?-Syn- Modell 
schützen kann, zieht die Frage nach sich, ob diese Schutzwirkung auch bei Neurotoxin- 
basierten Modellen der PD greift. In einer früheren Arbeit konnte bereits nachgewiesen 
werden, dass hSoD1 dopaminerge Neurone vor Hyperoxie schützen kann (Botella et al.,
2008).
Die Expression des UAS-hSoD1- Konstruktes (Parkes et al. 1998) in dopaminergen 
Neuronen und Teilen des peripheren Nervensystems macht die Fliegen 
widerstandsfähiger gegenüber Rotenon, hat jedoch nur geringe Auswirkungen auf die 
Toxizität von Paraquat. 
Die einzige Veränderung, die bei der Expression von hSoD1 unter Paraquatstress auftritt, 
ist eine geringfügige Verlängerung der Lebenserwartung. Dieser Effekt spiegelt sich 
allerdings weder im Kletterverhalten der Tiere noch in der Degenerationsrate der 
dopaminergen Neurone wieder. Da der Toxizitätsmechanismus von Paraquat nicht 
aufgeklärt ist, kann auch nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass tatsächlich 
die ·O2
-- Bildung am mitochondrialen Komplex I gesteigert wird. Falls, die 
Paraquattoxizität tatsächlich nicht über ·O2
- mediiert wäre, würde die Expression der 
hSoD1 aufgrund des Fehlens ihres primären Edukts ins Leere laufen. 
Unter Rotenonstress sind wesentlich deutlichere Rettungseffekte erkennbar als unter 
Paraquatstress: Die durchschnittliche Lebenserwartung der Fliegen verdoppelt sich von 
fünf auf zehn Tage und die normale Lokomotionsfähigkeit bleibt erhalten. Hinsichtlich 
der Neurodegeneration weisen Fliegen, die hSoD1 exprimieren nach Rotenonbehandlung 
zwar durchschnittlich mehr Neurone auf als Fliegen ohne hSoD1- Transgen, doch ist 
dieser Effekt nicht deutlich genug, um statistische Signifikanz zu erreichen. Eine 
plausible Schlussfolgerung wäre, dass hSoD1 in Fliegen zwar in der Lage ist, bestimmte 
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überlebensrelevante Organe und neuronale Systeme zu schützen, seine protektive 
Wirkung jedoch für einen effektiven Schutz dopaminerger Neurone nicht ganz 
ausreichend ist. Da Rotenon in vitro auch für Gliazellen toxisch ist (Radad et al., 2008, 
Kim et al., 2008) wäre es möglich, dass auch in Drosophila Dysfunktionen bei der 
Versorgung von Neuronen die Degeneration verstärken. 
Ohne die nötigen Kontrollexperimente würden die Ergebnisse dieser Versuche zu dem 
Schluss führen, dass die, auf dopaminerge Neurone und Teile des peripheren 
Nervensystems beschränkte Expression von hSoD1 ausreicht, um die Toxintoleranz und 
Lebenserwartung des gesamten Organismus zu steigern. Die hier verwendete UAS-
hSoD1- Expressionslinie ist jedoch ‚leaky’ und zeigt auch ohne eingekreuzten Gal4-
Treiber stetige Transkription der hSoD1 cDNA. Dementsprechend zeigen die Fliegen der 
Kontrollgruppe, in die kein Gal4-Treiber eingekreuzt wurde unter Rotenonstress 
ebenfalls eine deutliche Verlängerung der Lebenserwartung und Erhaltung der 
Lokomotionsfähigkeit. So kann unter Umständen auch erklärt werden, warum die 
Expression dieses Konstrukts in Motorneuronen bei wildtypischem genetischem 
Hintergrund die Lebenserwartung erhöht (Parkes et al., 1998). 
Die deutliche Verlängerung der Lebenserwartung, die Rettung des negativen Geotaxis- 
Verhaltens und die tendenzielle Verlangsamung der Degeneration dopaminerger Neurone 
lässt jedoch zumindest die Vermutung zu, dass das Abfangen von ·O2
- Zellen im 
allgemeinen und speziell auch in dopaminergen Neuronen vor Rotenon schützen kann. 
Damit wäre es auch möglich, dass die erhöhte Anfälligkeit dopaminerger Neurone 
gegenüber Rotenon und Paraquat wiederum in der Oxidation von DA begründet ist. 
2.3 Dopamin als Mediator der Neurotoxizität bei Modellen der 
sporadischen Parkinson’schen Krankheit 
Falls dies zutrifft, müsste es möglich sein, die Toxizität von Rotenon und Paraquat durch 
eine DA- Depletion abzumildern. Diese hat unter Rotenon und Paraquatstress jedoch 
erstaunlicherweise diametrale Auswirkungen. 
So macht das Silencing von pale die Fliegen generell anfälliger gegenüber Paraquat, was 
sich in abnehmender Lebenserwartung und stärkerer Beeinträchtigung des 
Kletterverhaltens zeigt. Auch die dopaminergen Neurone degenerieren geringfügig 
schneller als bei Fliegen mit normaler DA- Produktion. Die Resultate entsprechen 
denjenigen von Chaudhuri und Kollegen (2007), die in der Lage waren an Drosophila die 
Paraquat- bedingte Degeneration dopaminerger Neurone durch pharmakologische 
Hemmung der TH zu beschleunigen. Ein möglicher Grund hierfür wäre, dass Paraquat, 
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genau wie DA über DAT in die Neurone aufgenommen wird. In einem Szenario, in dem 
dopaminerge Neurone nur sehr wenig DA produzieren können wäre es möglich, dass sie 
im Rahmen einer Kompensationsreaktion mehr DAT exprimieren um die Resorption von 
DA zu intensivieren. Da in dieser Situation im synaptischen Spalt allerdings nur sehr 
geringe Mengen DA vorhanden sind wird hauptsächlich Paraquat konkurrenzlos via DAT 
in die Zellen transportiert. Obwohl DAT in Folge des pale- Silencings tatsächlich 
deutlich stärker exprimiert ist, hält diese Hypothese einem weiteren Test nicht stand: 
unter Paraquatstress leben fmn-- Fliegen, die kein DAT produzieren können kürzer, 
während die Überexpression von DAT zu einer Verlängerung der Lebenserwartung führt. 
Im Endeffekt können die Daten nicht eindeutig interpretiert werden. Sie zeigen lediglich, 
dass DA kein direkter Mediator der Paraquattoxizität ist. 
Ein ganz anderes Bild ergibt sich, wenn DA- depletierte Fliegen mit Rotenon gestresst 
werden. Durch die Verringerung der DA- Mengen kann sowohl die Lebenserwartung der 
Fliegen als auch die Überlebensrate ihrer dopaminergen Neurone signifikant verlängert 
werden. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass DA beim sporadischen Rotenon- Modell 
der PD eine wichtige Rolle spielt. Interessanterweise wurde bereits beobachtet, dass DA- 
Vesikel ihren Inhalt unter dem Einfluss von Rotenon ins Zytoplasma entleeren (Watabe 
und Nakaki, 2007b), der Verpackungsprozess hingegen durch geringere Expression von 
VMAT behindert wird (Sai et al., 2008). Also wäre es möglich, dass die erhöhte 
Sensitivität dopaminerger Neurone unter Rotenonstress, genau wie im hereditären ?-Syn
Modell, auf eine gestörte Speicherung und anschließende Oxidation von DA im 
Zytoplasma zurückzuführen ist. 
Da die DA- Depletion nicht zur Verdünnung der zytoplasmatischen ROS aus der 
Komplex I- Hemmung führt, ist der Schutz der dopaminergen Neurone nicht vollständig. 
Es bleibt zu testen, ob die Expression von hSoD1 bei gleichzeitiger DA- Depletion die 
vollständige Rettung bewirken kann. 
Insgesamt zeigen die bisher diskutierten Resultate, dass durch die Manipulation von ROS 
und DA- Mengen die ?-Syn- und Rotenontoxizität in dopaminergen Neuronen von 
Drosophila verringern lassen. Dies lässt die Vermutung zu, dass manche hereditären und 
sporadischen Formen der PD ähnliche molekulare Mechanismen zu Grunde liegen. 
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3. Oxidativer Stress und ?-Syn- Aggregation 
Vieles deutet darauf hin, dass die Toxizität von ?- Syn auf seiner Fähigkeit beruht, 
Oligomere und Multimere zu bilden. Der am stärksten toxische ?-Syn Aggregatzustand 
scheint dabei die Protofibrille zu sein, welche die erste Multimerisierungsstufe vom 
Monomer zum Aggregat darstellt. Das Drosophila- Modell der ?-Syn- Toxizität ist 
unvollständig, solange es nicht in der Lage ist, diesen Aggregationsprozess, der beim 
Menschen im altersabhängigen Auftreten von Lewy- Bodies gipfelt, zu reproduzieren. 
3.1 Aggregation von humanem ?-Syn in Drosophila
Obwohl die Aggregation von humanem ?-Synuclein in Drosophila bereits beschrieben 
wurde (Feany und Bender, 2000; Chen und Feany, 2005), traten derartige Aggregate hier 
nicht auf. Bei Expression von humanem ?-Syn, ?-SynA30P oder ?-SynA53T konnten zu 
keinem Zeitpunkt des Alterungsprozesses eindeutig Einschlusskörperchen identifiziert 
werden. Weder mikroskopische Methoden noch native Immunoblots liefern Belege für 
die Existenz komplexerer, höhermolekularerer ?-Syn- Spezies in Drosophila. Bei Lewy-
Bodies handelt es sich um ein Phänomen, welches beim Menschen normalerweise erst in 
höherem Alter auftritt. Unter Umständen hat Drosophila als relativ kurzlebiger 
Organismus im Laufe der Evolution nie Mechanismen entwickelt, die die Aggregation 
von Proteinen befördern würden. Möglich wäre auch, dass die Fliegen gar nicht lange 
genug leben, um Aggregate auszubilden. 
Im Zuge der immunhistochemischen Untersuchungen zur ?-Syn- Aggregation wurde 
allerdings auch entdeckt, dass der axonale Transport von ?-SynA30P gestört ist. Bei 
panneuraler und Expression in dopaminergen Neuronen werden ?-Syn und ?-SynA53T
vollständig ins Neuropil abtransportiert, während ?-SynA30P teilweise im Cortex 
akkumuliert. Dies ist bemerkenswert, da ?-Syn eigentlich als synaptisches Protein der 
axonalen Termini beschrieben wurde (Maroteaux et al., 1988). Ähnliche Beobachtungen 
in Zellkultur führten zu dem Schluss, dass ?-SynA30P aufgrund von Veränderungen 
seiner räumlichen Struktur nicht in der Lage ist, effektiv an Lipidstrukturen oder 
synaptische Transportvesikel zu binden (Jensen et al., 1998; Jo et al., 2002). 
Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die Toxizität von??-Syn unabhängig vom Auftreten 
der Aggregate ist, und bestätigen die Theorie, dass nicht ?-Syn- Aggregate sondern 
Substrukturen unterhalb der Aggregatschwelle die eigentlich toxische Komponente sind. 
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Die in dieser Arbeit beobachtete gesteigerte Toxizität von ?-SynA30P könnte auf 
beschleunigter Protofibrillenbildung, die durch die kortikale Akkumulation bedingt ist, 
beruhen.
Da die Aggregation der humanen ?-Syn- Formen in Drosophila nicht stattfindet, oder 
auch nur sehr schwierig detektiert werden kann, wurden alternative Strategien verfolgt, 
um ein ?-Syn- Aggregationsmodell zu etablieren. 
3.2 Bedeutung des ?-Syn C-Terminus beim Aggregationsprozess 
An sich wird die zentral im ?-Syn- Protein liegende NAC- Domäne funktionell mit der 
Aggregation in Verbindung gebracht. Mutationen in dieser Region führen zu 
verminderter, die Deletion dieser Region führt zum Ausbleiben der Aggregation (Giasson 
et al. 2001). Darüber hinaus können diese kurzen Peptide (AS71- AS82) untereinander 
wechselwirken, fibrillisieren und so Aggregationskeime für ?-Syn Monomere darstellen. 
Dazu kommen McLean et al. (2001) zu der Erkenntnis, dass künstliche Modifikationen 
am C-Terminus von ?-Syn in vitro zu einer veränderten Aggregationsdynamik führen 
können. Die Expansion des C-Terminus um einige Aminosäuren -in diesem Fall die neun 
Aminosäuren des „Linkers“, gefolgt von 86 N- terminalen Aminosäuren aus EGFP 
(WTsynEGFP?155, Abbildung 54)- führt in Kombination mit N- terminalen ?-Syn oder 
?-SynA53T, jedoch nicht mit ?-SynA30P zur Bildung von Aggregaten. 
Abbildung 54: Schematische Darstellung von WTsynEGFP?155: 155 Aminosäuren am C-Terminus des 
?-Syn- EGFP- Fusionsproteins sind deletiert. 
Exprimiert man ?-Syn aus Ratten in humanen H4 Neuroglioma Zelllinien, ist derselbe 
Effekt zu beobachten. Dies erklärt sich aus der Tatsache dass in der Ratte -im Gegensatz 
zum Menschen- eine zusätzliche Spliceform der SNCA- mRNA vorkommt, von der ein 
am C- Terminus verlängertes Protein abgelesen wird (McLean und Hyman, 2002). 
Die Autoren dieser Studie postulieren einen Mechanismus, bei dem der unmodifizierte C-
Terminus die NAC- Domäne abschirmt. Wird der C-Terminus verändert, kommt es zu 
einer Konformationsänderung des Proteins wodurch die NAC- Domäne expositioniert 
wird und mit anderen Proteinen beziehungsweise seinesgleichen interagieren kann. In 
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Drosophila wurde bereits ein ähnlicher Effekt beschrieben, bei dem eine natürliche 
Verkürzug des C- Terminus zu verstärkter Aggregation führt (Perquet et al., 2007). 
In dieser Arbeit ist es gelungen, das WTsynEGFP?155- Aggregationsmodell auf 
Drosophila zu portieren. Die WTsynEGFP?155- cDNA codiert für ein 29kDa- 
Fusionsprotein (siehe Kapitel V.4), welches auf Immunoblots nachgewiesen werden 
kann. Daneben zeigen die Blots eine kleinere ?-Syn- Spezies mit einer Größe von etwa 
25kDa. Dieser Effekt kann auch in vitro beobachtet werden und spiegelt möglicherweise 
eine posttranslationale Modifikation des Fusionsproteins wieder. Nach 40 Tagen 
panneuraler WTsynEGFP?155- Expression können im Zytoplasma vieler Neurone ?-
Syn- immunreaktive Einschlusskörperchen nachgewiesen werden. Eine parallel 
ablaufende Studie, die mit einer optimierten Responderlinie (UAS-SynT-IK) durchgeführt 
wurde kam zu denselben Ergebnissen. Der Phänotyp tritt damit allerdings schon nach 
kurzer Alterung auf und ist wesentlich deutlicher ausgeprägt. Der wahrscheinliche Grund 
dafür ist, dass mit der optimierten Responderlinie ungefähr die doppelte 
WTsynEGFP?155- Menge exprimiert wird (Härtinger, 2008). 
Der Mechanismus, durch den die Verlängerung des C-Terminus zur Aggregation führt, 
ist weitgehend unbekannt. Da in Lewy- Bodies in geringen Anteilen C-terminal- 
verkürztes ?-Syn enthalten ist, wurde vorgeschlagen, dass posttranslationale
Verkürzungen der C- Termini einiger einzelner ?-Syn Monomere zur Bildung von 
Aggregationskeimen für größere Aggregate führen könnten (Crowther et al., 1998). Da 
die Aggregation auch durch andere Peptidreste provoziert werden kann, und sie durch die 
A30P- Mutation im ?-Syn- Teil des Proteins unterdrückt wird, wird davon ausgegangen, 
dass nicht der EGFP- Rest, sondern der ?-Syn- Anteil die aggregierende Komponente des 
Fusionsproteins ist (McLean et al., 2001). 
Auch in dopaminergen Neuronen von Drosophila führt die Expression dieser Linie zu 
raschem Auftreten ?-Syn- immunreaktiver Einschlusskörperchen. Dabei zeigen manche 
dopaminerge Cluster gleich mehrere Einschlusskörperchen pro Zelle, in anderen Clustern 
treten hingegen keine oder nur wenige Aggregate auf. Dies könnte bedeuten, dass der 
Aggregationsprozess dort später einsetzt, langsamer abläuft oder vollständig ausbleibt. 
Da die Stärke der GFP Expression über das dopaminerge System keine Unterschiede 
aufzuweisen scheint, ist es unwahrscheinlich, dass diese Beobachtung auf einem 
Sekundäreffekt wie beispielsweise regional fluktuierender oder unterschiedlicher Gal4-
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Expression beruht. Es ist eher wahrscheinlich, dass eine Subpopulation der dopaminergen 
Neurone spezielle Eigenschaften aufweist, die die Aggregatbildung fördern. 
3.3 Auswirkungen von oxidativem Stress auf die SynT- Aggregation 
Da die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt haben, dass oxidativer Stress in hereditären und 
sporadischen Drosophila- Modellen der PD am Degenerationsprozess dopaminerger 
Neurone beteiligt ist, wäre es interessant auch seine Auswirkungen auf die Aggregation 
von ?-Syn zu kennen. 
Tatsächlich zeigt das WTsynEGFP?155- Aggregationsmodell eine deutliche Reaktion 
auf oxidativen Stress. Sowohl Rotenon als auch Paraquat fördern die Entstehung 
zytoplasmatischer ?-Syn- Aggregate in dopaminergen Neuronen. Dies könnte bedeuten, 
dass zytosolische ROS durch Wechselwirkungen mit WTsynEGFP?155 direkt dessen 
Aggregation beschleunigen, oder dass generell zelluläre Mechanismen existieren, die die 
Aggregation oxidativ modifizierter Proteine beschleunigen. Da bei der Behandlung mit 
Rotenon oder Paraquat eher mehr Einzelaggregate pro Neuron als vergrößerte Aggregate 
entstehen, ist es denkbar, dass oxidativer Stress die Aggregation induziert, das eigentliche 
Wachstum der Aggregate jedoch nicht beschleunigt. Wenn ausschließlich der ?-Syn-
Anteil des Fusionsproteins für die Aggregation verantwortlich ist, würde dies bedeuten 
dass freie Radikale unter Umständen mit Hilfe von DA, möglicherweise die Bildung von 
?-Syn- Aggregationskeimen in dopaminergen Neuronen verstärken. 
Allerdings zeigt sich bei panneuraler WTsynEGFP?155 Expression, dass die 
Aggregation sowohl unter Standardbedingungen als auch in nicht- dopaminergen 
Neuronen stattfindet. Darüber hinaus ist zu beachten, dass der EGFP?155- Peptidrest 
zwei Cysteine (Cys199 und Cys221, siehe Kapitel V.4) enthält. Da bereits beschrieben 
wurde, dass ROS in der Lage sind, Protein- Quervernetzungen über 
Schwefeldisulfidbrücken auszulösen (Durchschlag und Zipper, 2007; Wan et al., 2008), 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Aggregation zumindest unter oxidativem 
Stress ein Artefakt eines solchen Mechanismus ist. Darum können nur zusätzliche 
Kontrollexperimente, wie beispielsweise die Einführung eines alternativen C- terminalen 
Tags, Aufschluss darüber geben, ob oxidativer Stress beim ?-Syn- Aggregationsvorgang 
tatsächlich eine Rolle spielt. 
Falls es möglich ist, auch in Drosophila nachzuweisen, dass die Aggregation unabhängig 
von der Gestalt der C- terminalen Expansion stattfindet, stellt WTsynEGFP?155 eine 






































1. Verkürzung der Lebenserwartung durch Dopamin- Depletion 
Tage
















Abbildung A 1: Verkürzung der Lebenserwartung durch 
DA-Depletion: Kontrolle: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/+ (n=90);
UAS-IR-ple: UAS-Stinger/+; Th-Gal4/UAS-IR-ple (n=80). 
2. nativer Westernblot von Kopfextrakten 
Abbildung A 2: nativer Westernblot von Kopfextrakten: ?-Syn, ?-SynA30P und 
?-SynA53T und nicht- transgene Kontrolle: ?-Syn: elav-Gal4/y; UAS-?-Syn/+; ?-
SynA30P: elav-Gal4/y; UAS-?-SynA30P/+; ?-SynA53T: elav-Gal4/y; UAS-?-
SynA53T/+; elav-Gal4: elav-Gal4/+.
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3. SynT in pUAST 
Abbildung A 3: linearisierte Darstellung von UAS-SynT13: Die 705bp WTSyn?155EGFP-cDNA wurde 
mit den Restriktionsenzymen XhoI und XbaI in die Multiple Cloning Site von pUAST kloniert. AmpR: 
Ampicillin- Resistenzgen
CTCGAGGACA GTGTGGTGTA AAGGAATTCA TTAGCCATGG ATGTATTCAT
GAAAGGACTT TCAAAGGCCA AGGAGGGAGT TGTGGCTGCT GCTGAGAAAA 
CCAAACAGGG TGTGGCAGAA GCAGCAGGAA AGACAAAAGA GGGTGTTCTC 
TATGTAGGCT CCAAAACCAA GGAGGGAGTG GTGCATGGTG TGGCAACAGT 
GGCTGAGAAG ACCAAAGAGC AAGTGACAAA TGTTGGAGGA GCAGTGGTGA 
CGGGTGTGAC AGCAGTAGCC CAGAAGACAG TGGAGGGAGC AGGGAGCATT 
GCAGCAGCCA CTGGCTTTGT CAAAAAGGAC CAGTTGGGCA AGAATGAAGA 
AGGAGCCCCA CAGGAAGGAA TTCTGGAAGA TATGCCTGTG GATCCTGACA 
ATGAGGCTTA TGAAATGCCT TCTGAGGAAG GGTATCAAGA CTACGAACCT
GAAGCCGGTA CCGCGGGCCC GGGATCCATC GCCACCATGG TGAGCAAGGG 
CGAGGAGCTG TTCACCGGGG TGGTGCCCAT CCTGGTCGAG CTGGACGGCG 
ACGTAAACGG CCACAAGTTC AGCGTGTCCG GCGAGGGCGA GGGCGATGCC 
ACCTACGGCA AGCTGACCCT GAAGTTCATC TGCACCACCG GCAAGCTGCC 
CGTGCCCTGG CCCACCCTCG TGACCACCCT GACCTACGGC GTGCAGTGCT 
TCAGCCGCTA CCCCGACCAC ATGAAGCAGC ACGACTTCTT CTAAGCGGCC
GCGCAAGGGC AATTCTGCAG ATATCCAGCA CAGTGGCGGC CGCATCGAGT 
CTAGA
Abbildung A 4: Basensequenz der SynT- cDNA: rot: ?-Syn; blau: Linker; grün: 








Abbildung A 5: Aminosäuresquenz von WTSyn?155EGFP: rot: ?-Syn; blau: 
Linker; grün: ?155EGFP
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4. ProtParam- Analyse für WTSynD155EGFP 
ProtParam 
User-provided sequence: 
        10         20         30         40         50         60
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH GVATVAEKTK
        70         80         90        100        110        120
EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP
       130        140        150        160        170        180
DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA GTAGPGSIAT MVSKGEELFT GVVPILVELD GDVNGHKFSV
       190        200        210        220        230
SGEGEGDATY GKLTLKFICT TGKLPVPWPT LVTTLTYGVQ CFSRYPDHMK QHDFF
Number of amino acids: 235 
Molecular weight: 24637.7 
Theoretical pI: 4.84 
Amino acid composition:
Ala (A)  22   9.4% 
Arg (R)   1   0.4% 
Asn (N)   4   1.7% 
Asp (D)  11   4.7% 
Cys (C)   2   0.9% 
Gln (Q)   8   3.4% 
Glu (E)  23   9.8% 
Gly (G)  31  13.2% 
His (H)   4   1.7% 
Ile (I)   5   2.1% 
Leu (L)  12   5.1% 
Lys (K)  21   8.9% 
Met (M)   6   2.6% 
Phe (F)   8   3.4% 
Pro (P)  11   4.7% 
Ser (S)   9   3.8% 
Thr (T)  21   8.9% 
Trp (W)   1   0.4% 
Tyr (Y)   7   3.0% 
Val (V)  28  11.9% 
Pyl (O)   0   0.0% 
Sec (U)   0   0.0% 
(B)   0   0.0% 
(Z)   0   0.0% 
(X)   0   0.0% 
Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 34 
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 22 
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Atomic composition:
Carbon      C       1089 
Hydrogen    H       1718 
Nitrogen    N        280 
Oxygen      O        353 
Sulfur      S          8 
Formula: C1089H1718N280O353S8
Total number of atoms: 3448 
Extinction coefficients:
Extinction coefficients are in units of  M-1 cm-1, at 280 nm measured in 
water.
Ext. coefficient    16055 
Abs 0.1% (=1 g/l)   0.652, assuming ALL Cys residues appear as half 
cystines
Ext. coefficient    15930 
Abs 0.1% (=1 g/l)   0.647, assuming NO Cys residues appear as half 
cystines
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met). 
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in 
vitro).
                            >20 hours (yeast, in vivo). 
                            >10 hours (Escherichia coli, in vivo). 
Instability index:
The instability index (II) is computed to be 22.10 
This classifies the protein as stable. 
Aliphatic index: 72.13 
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.247 
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